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HIROYUKI IMAMURA. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der Universitét zu Taihoku. 
Vorstand: Prof. Dr. M. Tomita.) 


(Eimgegangen am 25, September 1939) 


Da die chemischen Stoffe, aus welchen sich die Zelle zusammen- 
setzt, einerseits die Grundlage der in der Zelle verlaufenden 
chemischen Vorgiinge bilden und andererseits die Organisationsan- 
lage bei den verschiedenen tierischen Kérpern begriinden, so 
verlohnt es sich dew Miihe, die chemische Zusammensetzung der 
einzelnen Organe bei den verschiedenen Tierarten vergleichend zu 
untersuchen. 

Bei einer kritischen Betrachtune der <Analysenergebnisse 
simtlcher bisher umtersuchter Tierfette zeigte sich, dass bis auf 
wenige Ausnahmen, die ihre Erklirung in Anpassungserscheinun- 
gen der betreffendem Tierfamilien an die Bedingungen ihrer Um- 
welt finden, zwei andere Gruppen von Wirbeltieren tiber Korper- 
und Organfette verfiigen, die innerhalb dieser Gruppen weit- 
eehende Analogien, hhauptsichlich beztiglich ihres Siittigungsgrades 
bzw. des Gehaltes am hoch-ungesiittigten Siuren aufweisen. 

Was die Fette @er Schlangen anbetriffi, deren Kenntnis man 
vorwiegend japanisehen Autoren verdankt, so ist eime Unter- 
suchung hauptsiichlich mach physikalischen und chemischen 
Kennzahlen ausgefiilart. 

Zum Vergleich sind in Tabelle I die gleichnanigen Ziffern 
fiir Schlangenfette angefiihrt. Dicselben sind der Zusammen- 
stellung von Griin und Walden (1929) entnommen. 

Von dem Fett aus dem Schlangewhemd des Python wurden 
dureh Untersuchung von Oikawa(1925) die folgenden Kennzahlen 
ermittelt: Verseifungszahl=104,9 ; Jodzahl=20,0 ; Acetylzahl=19,3. 
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TABELLE I. 

Panccn Wee ; . ; Verseif. Tearanl 
Phen bastirae Material Schmp. Dichte Gail e ft 
Bea | Ostasien | O1 0,9165 194,1 80,3 

i Cc at. 
> Zentral ae one 
re conatrier mal mesa, a em 28,5° 0,8629 196,8 79,4 
eeu ee Amerika 
meer a coph, | Japan | Fett 37,0° 0,9139 194,5 86, 
2 ere Japan co 0,9194 195,8 102,8 
ree Amerika | Fett 0,9217 210,9 105,6 


Die untersuchte Probe zeigte die Siurezahl 19,3 und enthielt 24,9% 
unverseifbare Substanz (3,1% Cholesterin). 

Die Schlange bereitet also zwei Gruppen von Fettsubstanz, 
die ihrer Funktion nach verschieden gebaut sind. Das Fett des 
Schlangenhemdes gehért zur Kategorie der Fette des Epithelial- 
eebildes, wih?end das Fett aus Fettgeweben den Charakter zeigt, 
der im allgemeinen dem K6rperfett von Siugetieren zukommt. 

Da ich ein zur Untersuchung ausreichendes Quantum des 
Materials bekommen konnte, so habe ich dieses zu meinen Studien 
verwendet. Von den Fetten der Naja naja atra, des Bungarus 
multicinctus und der Elaphe carinata wurden zuniichst die 
Kennzahlen bestimmt und dann die einzelnen Bestandteile isoliert. 


VERSUCHSTEIL. 


A. Dic Kennzahlen der Kérperfette verschiedener 
Schlangenarten. 


Da die Kennzahlen das Mass sind fiir eine bestimmte Atom- 
gruppe, eine bestimmte Verbindune, oder eine bestimmte Gruppe 
von Verbindungen, so sind sie oft fiir bestimmte Klassen von 
Fetten und Wachsen charakteristisch. Um die Kennzahlen der 
Korperfette der Sehlangen zu bestimmen, habe ich als Unter- 
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(se) 


suchungsmaterial vier -verschiedene Schlangenarten verwendet, 
namlich Naja naja atra, Bungarus multicinetus, Trimeresurus 
mucrosquamatus und Hlaphe earinata. Nach dem Entfernen der 
Haut und Eingeweide wurden die Rumpfteile mit Alkohol und 
Ather behandelt. Der Alkohol-Ather-Extrakt wurde eingedampft 
und wieder mit denselben Solventien behandelt. Der von Salzen 
befreite Extrakt wurde im Exsiccator bis zur Gewichtskonstante 
getrocknet. Hinzelne Kennzahlen wurden in der bekannter Weise 
bestimmt. 
Die Resultate sind in Tabelle IL verzeichnet. 


TABELLE II, 


Sd 2 | Reichert u. - 
Arten der Schlangen Sadurezahl Verseifungs- MeissIsche Jodzahl 
zahl , 
- Zahl 

Naja naja atra 50,42 181,85 2,59 76,46 
3 oar 
Cenc O51 175,00 ae a 
Trimeresurus =p GS xO > Gx 

mucrosquamatus 57,18 172,28 5,90 88,65 
ee 56,82 191,74 4,10 80,46 

L 
Elaphe carinata a ae ie 
en 3,02 42 4 75,69 
‘(Fett in Bauchhohle) « ee i 


Wie aus der Tabelle ersichtlich ist, zeigte sich bei verschiedenen 
Schlangenarten kein auffallender Unterschied in den Kennzallen 
der Fette. 


B. Isolicrung der cinzelnen Bestandteile der Fettstoffe. 


Nach dem Entfernen der Haut und Hingeweide wurden die 
Rumpfteile der Schlangen mit Alkohol und Ather extrahiert. Der 
Alkohol-Atherextrakt wurde durch wiederholte Extraktion tunhchst 
von Wasser befreit, im Vakuum eingedampft, schliesslich in 
absoluten Alkohol heiss aufgenommen. Eine P-haltige, N-freie 
und bei 175° schmelzende Substanz scheidet sich aus diesem 
Alkoholextrakt. Das Cholesterin wird auch aus dieser Fraktion 
krystallin  isoliert. Die alkoholische Mutterlauge wurde einge- 
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dampft und in trocknen Ather aufgenommen und dann mit Aceton 
gefallt. In Aceton unldslich, wurden dabei die Phosphatide 
eewonnen. Die Neutralfette und freie Fettsiuren, welche in 
Aceton lislich sind, werden nach dem Neutralisieren durch Ather- 
extraktion getrennt. Man hat die Neutralfette mit Kalilauge 
hydvolysiert und die Komponente analysiert. Durch T witschel]- 
sche Bleisalzmethode wurden die festen und fliissigen Fettsauren 
isohert. fi 

Die Isolierung der einzelnen Bestandteile der Fettstoffe wurde 
also in den folgend schematisch dargestellten Ordnungen bearbeitet. 

Als Untersuchungsmaterial habe ich die Muskulatur von Naja 
naja atra, Bungarus multicinctus und Elaphe carinata verwendet 
und besonders auf Neutralfette, freie Fettsiuren, Cholesterin und 
Phosphatide verarbeitet. 

Da es mir nun hauptsichlich auf eine Untersuchung der 
krystallinen Substanzen ankam, so begntigte ich mich mit diesen 
quantitativen Ereebnissen. 

Die Versuchsresultate sind in Tabelle IV verzeichnet. 


TABELLE ITI, 


Alkohol-Ather-extrakt der Muskulatur. 


| 
ee 
ea Ss a ot 
(A) Alkoholextrakt Niederschlag 
(einengen) 
a Bere MN 
Weisses Pulver «y Fultrat 
Fp=175 
; (einengen) 
Cholesterin aie 
(einengen) 
Sale 
on | 
(B) Atherextrakt Niederschlag 
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(Fortsetzung der Tabelle 11) 


| 
Phosphatide 


| 
krystalline Neutralfette 


(B) Atherextr 


alt 


a 


| 
(C) Filtrat 


(einengen) 


und Cholesteri 


Atherextrakt 


(Verseifung mit 
KOH + Ather) 
| 


Ti 


os : | 
Atherextrakt wisserige Lésung 
Cholesterin (-- TSO, 
+ Ather) 


_ Atherextrakt 


Abgespaltene 
Fettsiiuren 


Sauerwasser 


Glycerin 


nh 


Fultrat 


(einengen) 
(+Na0Il 
+ Ather) 


(D) wiisserige Lésung 


(4. H2SO, 
+ Ather) 


Atherextrakt 


| 
(Twitsehell’s 
Pb-Salz-Methode) 
| 


Feste Siuren  Fliissige 


TABELLE LY. 


Siiuren 


Gehalt der 
Muskulatur 


Muskulatur von 


Naja naja atra 
19,33 ke 


Bungarus 
multicinetus 
21,30 kg 


Elaphe ¢arinata 
23,45 kg 


Gesamt-Fettstofte 305 g¢ -237 g£ 194 g 
1. Weisses Pulver iy 20 0 
(P-haltig, Fp=175°) 5,0 g pee 
2. Cholesterin 19,3 ¢ Le Thesis 
8. Phosphatide 3,7 g 18,0 ¢ 20,0 g 
4, Neutralfette We 80,0 ¢ 
(Rohprodukte) 40,08 7 
5. Freie Fettsiuren 162 32¢ | 28 ¢ 


on 
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1. Darstellung des weissen Pulvers, welches bei 175° schmilat. 
A-Fraktion muss freie Fettsiiuren, Neutralfette, Phosphatide und 
Sterine enthalten. Wenn man diese Fraktion wiederholt mit 
Alkohol behandelt und den Alkoholextrakt einengt, so scheidet sich 
muniichst ein weisses Pulver aus.. Diese Substanz ist im den 
Mnuskeln von den untersuchten Giftschlangen vorhanden, wahrend 
sie in dem Muskel von Elaphe earinata fehlt. Sie ist in Ather, 
Aceton und in kaltem Alkohol unléslich. . In heissem Alkohol Jost 
sie sich leicht. Jn Choloroform ist sie Jeicht léslich. Die Losung 
reagiert gegen Lackmus neutral. Die Farbenreaktionen von 
Cholesterin und Gallensiuren sind negativ. Sie gibt kein Reduk- 
tionsvermégen. Sie addiert kein Brom. Sie hat keinen Stickstoff, 
wohl aber 2 proz. Phosphor. Sie zeigte folgende Analysendaten : 


910 mg Subst. (aus Kobramuskeln) 7,130mg COs, 2,850mg H:O 


2 
3,070mg. » ” ” 8,220mg ” 3,020mg ” 
5,085 mg Subst. (aus Muskeln von Bungarus multicinctus) 

12,345 mg COs, 5,050mg HO 
5,890 mg ” ” 12,960 mg » 5,300 mg 


> 66,82 66,52 66,21 66,07 H 10,96 11,02 11,11 11,08 


Durch Erhitzen mit Salzsiure erfahrt die Verbindung keine 
Veranderung. Mit 50 proz. alkoholischer Natronlauge wird sie 
nicht verseift. 

2. Darstellung des Cholesterins. Wenn man das weisse 
Pulver. aus der A-Fraktion getrennt. hatte, so schied sich das 
Cholesterin teilweise krystallinisch aus. Das Filtrat des kry- 
stallinen Cholesterins wurde eingedampft und mit Ather extrahiert. 
Der Atherriickstand wurde zur Trennung der Phosphatide mit 
Aceton gefallt. Das Filtrat der Acetonfiillung wurde eingeengt. 
Dabei schieden sich krystallines Neutralfett und Cholesterin aus. 
Wird die Mutterlauge abgedampft, mit Wasser aufgenommen und 
nach Zusatz von Natronlauge mit Ather behandelt, so werden die 
Reste des Cholesterins und der Neutralfette in Ather iibergehen. 
Wenn man den Extrakt mit Kalilauge verseift und dann mit Ather 
extrahiert, so erhalt man das Cholesterin als Atherextrakt. In 
wasserige Lésung gehen das Glycerin und Scife. Die nach dem 
Verdunsten des Athers zuriickbleibende Masse wurde im Hisschrank 
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stehen gelassen. Es schied sich Cholesterin krystallinisch aus, 
welches bei 145° schmilzt. 
3,470 mg Subst. 10,640 mg COs, 3,710 mg H.0 


3,615 mg ” 11,070mg » 3,595 me » 
Ber. fiir CaxHswO C 83,85 FH 12,00 


Gefunden 83,63 11,96 
83,538 12,05 


Die acetylierte Verbindung schinilzt bei 114°, bei der Misch- 
probe mit Acetylcholesterin zeigt sie keine Scimiclapine ean 

3. Bearbeitung der Phosphatidfraktion. Die in Ather lisliche 
B-Fraktion wurde abgedampft und der Riickstand dann mit 
heissem Aceton behandelt. Die in Aceton unlislichen Teile wurden 
auf Phosphatid untersucht. Aus der Fillung wurde das Phos- 
phatid mit absolutem Alkohol extrahiert und als CdCls-Verbindung 
niedergeschlagen. Mit der regenerierten Lisung wurden P und 
N bestimmt. 

Substanz aus Kobramwuskeln: 


0,178S g Substanz, nach Kjeldahl auf N untersucht, verbrauchten 


Db 
7,9 eem n/20-H2SO,. 
0,1842 g ” ” ” - ” 


8,2 cem n/20-12SO;. 
0,2200 g Substanz, nach Neumann auf P untersucht, verbrauchten 
13,2 eem n/2-NaOH. ; 
0,1058 ¢ ” ” ” “ 
6,4cem n/2-NaOH. 
ie S00 Sia 
N 2,09 aul 


Substanz aus Muskeln von Bungarus multicinctus: 
0,3107 ¢ Substanz, nach Kjeldahl, verbrauchten 15,1 cem n/20-H:SO,. 
0,2190 ¢ ” ” ye oe ” 11,9 cem ” 
0,3815 g Substanz, nach Neumann, verbrauchten 21,85 cem n/2-NaOl. 
O3744¢ » ” » ” 21,65 ccm » 


Substanz aus Muskeln yon Elaphe carinata: 


9 if x 
7 & Substanz, nach Kjeldahl, verbrauchten 9,3 ecm 2 10-THeSO:. 
24g ” ” ” ” 9,45 eem ” 


0,451 
0,452 


H. Dnamura: 


(62) 


0.6848 g Substanz, nach Neumann, verbrauchten 37.4 cem n/2-NaOH, 
0,5370 ¢ 2 9 ” ” 38,3 ccm ” 

p 3,02 2,92 

N 2,79 2,83 

Das Verhiltnis P:N betrigt also 1:2. Hieraus geht hervor, 
dass die Schlangenmuskeln wahrscheinlich kein Lecithin besitzen. 
Vichnehr kann man aus den Analysen vermuten, dass hier ein 
Diamino-inono-phosphatid vorlegt. 

Um gewisse Anhaltspunkte tiber die Konstitution dieser Ver- 
bindung zu erhalten, habe ich den Spaltungsversuch angestellt. 
Jedes Phosphatid aus drei verschiedenen Schlangenarten wurde 
mit 10 proz. alkoholischer Salzsiiurelésung 20 Stunden lang eeckocht. 
Das Hydrolysat wurde nach dem Einengen mit Ather extrahiert. 
Aus dem Atherextrakt konute ich nach dem Twitschellschen 
Verfahren die Palmitinsiure als Bleisalz isolieren. In der wasser- 

en Losung waren das Glycerin und Cholin nachweisbar. Palmitin- 
saures Blei wurde entbleit und die freie Siure analysiert. 


3,430 mg Substanz, 9,440 mg COs, 3,730 mg HO. 


3,635 mg ” 10,010mg » 4,060mg » 

3,920 mg 2 10,815mg » 4,370mg » 
Ber, fiir CicHs2O2 (Palmitinsiiure):~ C 75,00 f 12,5 
Gefunden: 75,06 oe 


75,10 . 12,50 

75,24 12,47 
4. Untersuchung auf Neutralfette. C-Fraktion muss freie 
Fettsauren, Fette und Cholesterin enthalten. Wenn ein leicht 
krystallisierbares Neutralfett reichlich vorhanden ist, so kann man 
es durch Einengen der C-Fraktion erhalten. Das Cholesterin kann 
auch daraus isoliert werden. Wenn man die Mutterlauge mit 
Natronlauge versetzt und dann mit Ather extrahiert, so gehen Fette 
und Cholesterin in Ather iiber und die Natronseife bleiben in 
wisseriger Lésung zuriick. Der Atherextrakt wird abgedampft, 
mit Kalilauge verscift und wieder mit Ather extrahiert. Dabei 
wird das Cholesterin in Ather aufgenommen. Werden die Kali- 
seifen mit ISO, angesiiuert und mit Ather, extrahiert, so werden 


die Fettsiiuren den Ather und das Glycerin die wasserige Lésung 
aufsuchen. 
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Die abgespaltenen Fettsiiuren wurden zuerst nach dem Bleisalz- 
Verfahren von Twitschell in krystalline und ldsliche Bleisalze 
geteilt. Die krystallinen Bleisalze wurden nach dem Entbleien 
durch fraktionierte Krystallisation in Palmitin- und Stearinsdure 
getrennt. Die léslichen Bleisalze wurden entweder als Methylester 
oder Lithiumsalze fraktioniert und eventuell als freie Siuren krys- 
tallin isoliert. 

Die Mengenverhiltnisse der krystallinisch erhaltenen Ver- 
bindungen sind kurz in Tabelle V zusammenegestellt. 


TABELLE V. 


Gehalt der Muskwatur 


Abgespaltene Fettsiuren 
Muskulatur Rohe ae eae iid 5 ve 
von = aes Oleinsiiure als 
Neutral- Tri- : im 


Palmitin- |Stearin- a 3 eo 
SUE siiur ec Dinses 
: daamea Mie ease Boe 
stearinsre. 


Fette palmitin 


Naja naja atra 


i eae i 2.07 el beie | = 
(19,33 kg) sce | < 
sun garus | ; 
multicinetus 18,7 ¢ — 0,45 g Qe eh TOMO es — 
(21,30 kg) 
Elaphe carinata 80,0 £ 3,50 g 13,60 ¢ 0 23,80 ¢ 1,20 ¢ 


(23,45 kg) 


Analyse: 
1) Tripalmitin aus Muskeln von Elaphe carinata— 


3,675 mg Subst. 10,190 mg CO:, 3,950mg H:0. 


4395mg_ > 12,190 mg > 4,705mg ” 
Ber, fiiy CsElsOs -0-75,938 H 12,15 . 
Gefunden 75,62 12502 : 
75,64 11,98 


Nach dem Verseifen wird Palmitinsiure abgespalten. 
4,580 me Subst. 12,550mg CO., 5,075 mg 1:0. 
3,610mg » 9925mg » 3,930mg 

Ber. fiir CulH202 C 75,00 H 12,50 
Gefunden 74,73 12,40 
74,98 12,18 
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2) Palmitinsaéure 

a) aus Muskeln von Naja naja atra: 

9,140 mg COs, 3,765 mg HO. 
3,850 mg » 


3,325 mg Subst. 

3,469 mg ” 
b) aus Muskeln von Bungarus multicinetus: 
10,050mg » 4,100 mg 

9,030mg » 3,680mg » 
earinata: 


9570mg » 


3,640 mg ” 
3,270 mg ” 
e) aus Muskeln von Elaphe 
8,770 mg» 
8,900 mg » 


3,050mg » 
3,580mg * 


3,185 mg ” 


3,225 mg ” 


Berechnet fiir Gefunden 
Cig H 2202 a) b (6 
Crer5:00 74,97 15330) “75.10 
(5,24. “Fowl Tos26 
H 12,50 12,67 12,60 12,47 
12,42 12,59. 12,42 


3) Stearinsaure— 
a) aus Muskeln von Naja naja atra: 
3,440 mg Subst. 9,535 mg COs, 3,870 mg H:0. 
3,415 mg vy 9475mg » 
b) aus Muskeln von Bungarus multicinetus: 
4,250 mg Subst. 11,825 mg COs, 4,830 mg H.O. 
4,000mg » 110mg » 4,510mg » 
3,630 mg » 10,090mg » 4,030mg » 
Berechnet fiir Gefunden 
CisHesO2 a b 


3,825 mg » 


C 75,98 75,60 75,88 
75,67 75,75 75,81 
H 12,76 12,59 12,72 
12,53 12,61 
12,42 


4) Oleinsiiure— 
Oleinsiiure wurde dureh die Jodzahl identifiziert. 


Die Analy- 


senzahlen stimmten mit der Jodzahl der Oleinsiiure (=89,4) gut 
iiberein. Man bekam weiter Dioxystearinsiiure, wenn man die 


Oleinsiure mit Kaliumpermanganat oxydierte. 


8,365 mg COz, 
8,670 mg» 


3,330 mg Subst. 
3,070 mz» 


3,240 mg THO. 
3,020mg » 


Berechnet fiir CisH20, C 68,29 HE 11547 
Gefunden 68,5] 10,89 
68,14 11,01 
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Uberblickt man die Resultate der Untersuchungen von Neutral- 
fetten, so ergibt sich als auffallendstes Iirgebnis ein grosser Gehalt 
der Muskeln von Elaphe carinata an Palmitinsiiure und Oleinsiiure. 
Aus den Befunden ergibt sich weiter, dass denselbe Muskeln die 
Stearinsiiure in ihrer Fettzusammensetzung fehlt. 

5. ILsolierung der freien Fettsiuren. Wie man aus Tabelle I! 
ersieht, betragt die Siurezahl der Kérperfette der Schlangen 50-60. 
Man kann also in der D-Fraktion die priiformierten freien Fett- 
sduren aufsuchen. Wird D-Fraktion mit Schwefelsiiure angesiiuert 
und mit Ather extrahiert, so gehen die freien Fettsiuren in den 
Ather iiber. Der Atherextrakt wurde nach dem Verdunsten des 
Athers mit Twitschellschen Verfahren in festen und fliissigen 
Siuren getrennt. Die regenerierten freien Siiuren wurden weiter 
entweder als Methylester oder als Lithiumsalz fraktioniert. 

Aus 4,0 @ der rohen Fettsiiure von Kobramuskelu (Naja naja 
atra) wurden C,39 ¢ Palmitinsiure, 0,562 Stearinsiure und 1,2 ¢ 
Oleinsiiure rein isoliert. 

3,385 mg Subst. 9,320mg CO:, 3,750 mg H-O. 
3,930 mg ” 9,745 mg » 3,935 me 
Ber. fiir CigH2202 C 75,00 H 12,50 


HILO 
Gefunden: 75,09 12,39 
15,29 12,47 
3,130 mg Subst. 8,695 mg COQ. 3,525 mg H:0. 
3,340mg » 9,265 meg » 3,745 mg 
Bereehnet fiir CGisHwO2. C 75,97 H 12,76 
Gefunden: 75,76 12,60 
75,65 12,54 


Die Verbindung, die als Oleinsiure angenommen wurde, zeigte 
die Jodzahl 89,1, also in guter Ubereinstinimung mit derselben der 
Oleinsiure. 

LITERATUR. 
Griin u. Halden (1929): Analyse der Fette u. Wachse., 2, 417-419. 
Oikawa (1925): Jl. Biochem., 5, 58. 
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iY. Uber die Fermente der Schlangenorgane. 
Von 


HIROYUKI IMAMURA. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der Universitit eu Taihoku. 
Vorstand: Prof. Dr. M. Tomita.) 


(Hingegangen am 25. September 1939) 


_ Das heterogene, chemische System der Zellen ist durch seine 
grosse Reaktionsfiihigkeit ausgezeichnet. Zwar ist es mbglich, dass 
bei dieser’ Reaktionsfihigkeit die Heterogenitiit des Protoplasmas 
eine Rolle spielt, indem sie besondere, die chemischen Reaktionen 
beschleunigende und regulierende Verhaltnisse schafit. Indessen 
ist es wahrscheinlich, dass der chemische Charakter der Stoffe, die 
die Zellen produzieren, fiir die Reaktionsfiihigkeit die wichtigste 
Rolle spielt. 

Wir sind berechtiget anzunehmen, dass alle tiefeehenden chemi- 
schen Umsetzungen, welche sich in lebenden Zellen abspielen, sich 
durch die Wirkungen der darin vorhandenen Fermente erklaren 
lassen. i 

Trotz der intensiven Bearbeitung, die das Gebiet der I’erment- 
wirkung in den letzten Jahren erfahren hat, konnte in keinem Tall 
die Lokalisation einzelnen Fermente vergleichend-biochemisch klar- 
eestellt werden. Offenbar wiire es von Interesse, eine Beziehung 
festzustellen zwischen dem Fermentgehalt der verschiedenen 
Organe und der Tierarten. 

Meine Untersuchungen erstreckten sich einmal auf die Frage 
des Vorkommens der verschiedenen Fermente in einzelnen Organen 
der Seblangen, u. z. der Elaphe carinata. Die hierbei gewonnenen 
Ergebnisse sowie das eigenartig verschiedene Verhalten der Fer- 
mentlokalisation liess es uns wiinschenswert erscheinen, sie mit den 
friiher an anderen Tierarten ausgefiihrten Untersuchungen zu 
vergleichen, 
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Von den verschiedenen Fermenten wurden hier Amylase, 
Lipase, Pepsin, Trypsin, Urease, Arginase, Glycero-phosphatase 
und Fruktose-monophosphatase untersucht. 

Einzelne Organe wurden nach dem Zerreiben mit Wasser, 
physiologischer Kochsalzlésung oder Glycerin extrahiert, mit der 
Substratlésung durchgemischt und unter Zusatz von Toluol bei 
37-38° digeriert. Bei dem Magen und Darm wurde die Schleim- 
haut zum Versuche vorwendet. 


EXPERIMENTELLE BELEGE. 


1. Amylasewirkung der Organe. 


Einzelne Organe oder Magendarmschleimhaut wurden je mit 
100cem Glycerin extrahiert. Man braucht den Glycerinextrakt — 
als Fermentlésung. Die Digestionsfliissigkeit wird folgendermassen 
. zusammengesetzt : 

5ecm Fermentlosung. 
20 cem Substratlésung (2 proz. Starkelésung). 
10 ccm Phosphatpuffer (pH=6,8). 

leem n-NaCl-loésung. : 
14cem Wasser. 

Nach 24 stiindiger Digestion wurde die abgespaltente Glukose 
nach dem Bertrand’schen Verfahren bestimmt. 

Die Resultate der einzelnen Versuche sind im folgenden 
tabellarisch niedergelegt. 


TABELLE I. 


lAvtoidos Gewicht der Menge von KMnQ, (ecm) la ‘Atocunate 
Organe ies £2010 CS C2) 1d eee ney ee See 
: = Organe (g) Berechnet Gefunden | prake Ce} 
Magen 11,5 "48,0 20,5 | 42,70 
Darm 15,0 33.0 one 18,0 37,50 
Milz 3,5 ” 10,5 21,87 
Pankreas a BAY ” 16.5 34,58 
Leber 15,0 ” yes: 15.62 
Niere 16,0 ” 15,0 31,25 


Hoden 15,0 ” 115 $5) 28,12 
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2. Untersuchung der Lipase. 


10cem der Fermentlisung, die man durch Suspension der 
zerkleinerten Organe in 5 facher Wassermenge darstellt, wurden 
mit 5 cem Olivenél oder 25 cem Tributyrinlésung (10g Tributyrin 
in 400 cem Wasser) als Substrat versetzt. Dem Gemisch hat man - 
als Puffer und Aktivator 2cem n-Ammoniakchlorammonlisung 
(pH=8,9), 0,5cem 2 proz. CaCls-lésung und 0,5cem 3 proz. 
EHialbuminlésung zugesetzt. Nach der Digestion wurde die 
Aciditatszunahme mit n/10-KOH titrimetrisch bestimmt. 


TABELLE I] a. 


"Arten der Ongane | Geviehtdee rer. | sungtrat | Aeidititeranahine 
Magen 6,0 g Oliverndl 0,6 
Darm 10,0 g » oe 
Leber 10,0 g ” TRB: 
Pankreas 45 ”» 12,1 - 
Milz 1,0¢ 227 0,1 
Niere 10,0 g Seay 0 
Hoden 10¢ ” 0 


TABELLE II b. 


Gewicht des ver- 


Acidititszunahme 


Arten der'Organe wendeten Organs Substrat (eem N/10-KOH) 
Magen 8,0¢ Tributyrin 3.6m 
Darm 15,0 g ” 9,0 
Leber 15,0 ¢ » 8,1 
Pankreas 3,0 ¢ - ” 16,1 
Milz 05g » 0 
Niere 91¢g ” 0. > 


3. Pepsinwirkung der Organe. 


Das Verdauungsgemisch wird wie folgt dargestellt: ; 
10 ecm Kaseinlésung (10g Casein, 8ccm NaOH Guns. 
5 250 cem H.0, auf dem Wasserbad unter Erwarmung 


gelost.) 


16 TH. Imamura: 


5ceem Fermentlésung (Organe mit 4d facher Glycerin- 
menege extrahiert. ) 
15 eem /15-HCL. 
Unter Zusatz von Toluol wird das Gemisch 24 Stunden lang 
digeriert und dann nach Vorhardt tnd Lohnlein (1903) mit 
n/10-NaOH titriert. Es zeigt sich folgendes: 


TABELLE III. 


0,1-n-NaOH-losung in ecem Zunahme der 
Arten der Organe N/10-NaOH-losung 
Vor d. Verdauung |Nach d. Verdauung | (eem) 
| 
Magen sell 2,70 | 1,60 
Darm a s 1,60 0,40 
Leber clits 1,15 | 0 
Pankreas 1,20 j meer | 0,05 
Milz 1,20 120 0 
Niere eS) ASS 0 


4. Untersuchung der Trypsinwirkung. 

Die Trypsinwirkung wurde nach Waldschmidt- Leitz(1923) 
ermittelt. 

5eem Peptonlésung (3 proz.), 5cem -Fermentlésung (=mit 
10fachem Volumen Wasser verdiinnte Organsuspension) und 1 ecm 
n-Ammoniak-Chlorammon-Puffer (pH=8,9) werden gemischt und 
digeriert. Die Enterokinase wird nach seinem Verfahren dar- 
gestellt. . E 

Die Ergebnisse sind in Tabelle IV ersichtlich. 


TABELLE IV. 


= Oye, Acidititszu- 
ition dee Menge der V/5-KOH in cem Der Aciditiits- nahme nach 
Gime zuwachs Einwirkung 
Versuch Kontrolle (eem N /3-KOH) yoy 
Enterokinagse 
Magen 9,90 9,90 0 
Darm Aa 10,05 HAG 
Leber 10,75 10,10 0,65 
Pankreas 10,13 9,90 0,23 oa 
Milz 9,40 9,40 0 
Niere 9,95 9,95 0 
Hoden 9,74 9,74 0 
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5. Ureasewirkung der Organe. 
Einzelne Organe wurden mit ihrer 10fachen Menge Glycerin 
extrahiert, dazu 5e¢cm 1/10-mol. Harnstofflésung (=0,03 2) als 
Substrat und 10 eem 1/15-mol. Phosphatpuffer (pH=7,0) versetzt. 
Tap 9 @ maT Qa "Ag 7 } 
Nach 24 Stunden wurde das abgespaltene Ammoniak bestimmt. 
0,03¢ Harnstoff geben nach volilstandiger Spaltunge 0,014 ¢ 
Ammoniak-Stickstoff. 
Die Ergebnisse lassen sich aus folgender Tabelle ersehen. 


TABELLE V. 
Astant ace Menge d. Ammoniak-Stickstoff (g) Abgespalt. 
Organe zugesetzten l Harnstoff 
Harnstoffes | Berechnet Gefunden (%) 
Magen 0,03 g 0,014 0,0028 20,0 
Darm ; ” : ” 0 0 
Leber- . = ” ” 0 0 
Pankreas ” » 0 0 
Milz ” ”» 0 0 
Niere ” ” 0 0 
Hoden a ” 0 0 


6. Die Stirke der Arginasewirkung einzelner Organe. 

In unserem Laboratorium (1925-1934) wurde schon fest- 
gestellt, dass sich die Arginase, die bei Saéugetieren hauptsichlich 
in der Leber vorkommt, in der Niere bei Vogeln, in der Leber 
-und zum Teil auch in der Niere bei den Amphibien und in der 
Leber beim Fisch findet. Dass sich die Argininspaltung auch in 
Schildkrétenorganen vollzieht und die Niere sehr kraftig hydro- 
lytisch spaltend wirkt, ist auch konstatiert. In Schlangenorganen 
habe ich dasselbe Verhalten gefunden, welches sehr beachtenswert 
erscheint, weil man sich vorstellen kann, dass sich die fermentativen 
Vorgiinge im Reptilienorganismus zu denen des Vogels sehr ahnlich 
wie ihre morphologischen Verwandtschaftsverhaltnisse verhalten. 

5eem Arginincarbonatlosung (0,0417 g) wurden mit 5 ccm 
Organsuspension und Glycin-NaOH-Puffer (pH=9,5) gemischt. 
Nach 48 stiindiger Digestion wurde das Digerat mit n/15-Phosphat- 
puffer bis pH=7 versetzt und Sojabohnen-Urease zugesetzt. Nach 
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24 Stunden wurde das aus Harnstoff gebildete Ammoniak ermittelt. 
Tabelle VI zeigt die Ergebnisse. 


TABELLE VI. 


Verwendete | Zugesetztes Harnstoff 


Arten der Menge des Arginin- : 

Organe Organs (g) |earbonat (g)|Berechnet (g)\Gefunden(g)} Gefunden(% ) 
Niere 4,6 0,0417 1,0144 0,0121 84,08 
Tener 8,7 ” ” 0,0090 62;50 
Milz 0,5 ” ” =) 0 
pevrens 2,1 ” ” 0 : 0 
Muskel 3,0 ” ” 0,0009 ' 6,60 
Darm 3,0 ” ” 0 0 
Hoden 3,0 ” ” 0 0 


7. Untersuchung der Phosphatasewirkung 
der einzelnen Organe. 


Vor mehreren Jahren hat M. Tomita (1922) die Nierenphos- 
phatasen gefunden, die aus den Salzen der Zuckerphosphorséure 
anorganisches Phosphat abspalten. Nachdem hat man ‘eine inten- 
sive Bearbeitungen der Phosphatasewirkungen durchgefiihrt. Bei 
den Schlangen habe ich festgestellt, dass unter den von mir fest- 
gestellten Bedingungen der Niere der Schlangen die kriftigste 
Phosphatasewirkung zukommt. 

Hinzeine Organe wurden mit 5fachen Mengen physiologischer 
Kochsalzlésung extrahiert. 25 cem des Extraktes wurden mit 5 cem 
Na-glycerophosphatlésung (=0,4g) oder 50cem 1%iger Ca-fruk- 
tose-monophosphatlésung (=0,5g) versetzt. Nach 72 stiindiger 
‘Digestion wurde das abgespaltene anorganische Phosphat nach 
Neumann ermittelt. Tabelle VII zeigt die Resultate. 

Die bei den verschiedenen Versuchen erhaltenen Ergebnisse 
sind in Tabelle VIII kurz schematisch verzeichnet. 
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13 


Arten der 


Abgespaltene Menge von P:O; aus 


“Organe end 
mg % mg % 
Niere 35,00 99,29 4,13 25,85 
Leber 18,93 53,70 3,39 21,22 
Darm 34,81 98,75 a ay 9,52 
Muskel 7,19 20,14 3,43 21,47 
Magen 3,56 10,10 — - 
Pankreas 1,78 5,05 1,02 6,40 
Milz 6,15 17,45 2,02 11,89 
Hoden 28,41 80,60 2,41 15,09 
Lunge . 1,78 5,05 2,28 14,28 
TABELLE VIII. 
Arten der Fermente 

Arten 

der f Phosphatase 


Organe |Amylase| Lipase 


Magen 
Darm 
Leber 
Pankreas 
Milz 
Niere 
Lunge 
Muskel 
Hoden 


++ 
++ 
+ 


Pepsin| Trypsin| Urease} Arginase 


= + - + 
+ == + ~ 
+ - + - 
++ = + ~ 
LITERATUR. 


Kumon, T. (1933): Jl. of Biochem., 18, 145. 
Sendju, Y. (1925): Jl. of Biochem., 5, 229. 
Tomita, M. (1922): Biochem. Zs., 131, 161-170. 
Volhardt u. Léhnlein (1903): Hofmeister’s Beitr., 7, 120. 
Waldschmidt-Leitz (1923): H-S.; 132, 195. 


Glycero-|Frukto- 


+ + + + 


+ 


IES CP ee oe 


The Journal of Biochemistry, Vol. 31, No. 1. 


_ CHEMIE DER SCHLANGEN. 
IV. Uber die Gallensiiuren in der Schlangengalle. 


VON 


HIROYUKI IMAMURA. se 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der Universitit 2u Taihoku. 
Vorstand: Prof. Dr. M. Tomita.) 


(Hingegangen am 25. September 1939) 


Es ist ein grosses Verdienst von Herrn Prof. Shimidzu und 
seinen Mitarbeiten (1927-1935), durch eine Reihe miihevoller 
Untersuchungen, welche die Gallensiuren von verschiedenen 
Tierarten betreffen, der Erforschung des Sterinstoffwechsels einen 
Weg vorbereitet zu haben. Ihre Untersuchungen haben ergeben, 
dass je nach den Tieren verschiedene Arten von Gallensiuren 
vorkommen. Was die Gallensaéuren der Schlangen betrifft, so haben 
Iwato und Watanabe (1935) berichtet, dass Elaphe quadri- 
virgata in der Galle hauptsachlich Taurocholat enthalt. Anderer- 
seits hat V. Deulofeu (1924) das Vorhandensein von Cholsiure 
in der Galle von Crotalus terrificus und Bothrops alternata fest- 
gestellt. 

In Formosa kommen viele Arten von Sehlangen vor und ich 
hatte Gelegenheit, eine zur Untersuchung ausreichende Menge 
Galle von Elaphe carinata und Bungarus multitinetus zu bekommen 
und diese bei den chemischen Untersuchungen zu verwenden, deren 
Resultate im folgenden mitgeteilt werden. 

1. Versuche bei Elaphe carinata. 147 Gallenblasen von 
Elaphe carinata wurden getrocknet, mit absolutem Alkohol extra- 
hiert. Nach dem Verdampfen des Alkohols wurde der Riickstand 
in Wasser gelist und mit 5 proz. Eisenchloridlésung nieder- 
geschlagen. Aus dem Filtrat wurde das Eisen dureh Natronlauge 
entfernt, mit Salzsiiure kongosauer gemacht und dann mit Ather 
extrahiert. Der Atherextrakt diente zur Cholesterindarstellung. 

Der itherunlésliche Teil wurde nach der Neutralisation mit 
Natronlauge stark eingeengt und dann mit 30¢ Kaliumhydroxyd 
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in alkoholischer Lisung 40 Stunden lang gekocht. Nach gutem 
Kiihlen wurde mit konzentrierter Salzsiiure kongosauer gemacht. 
Das ausgefallene Harz wurde mit viel Wasser gewaschen, in 
Ammoniak geldst und unter Erwarmung mit Bariumchlorid gefallt. 
Das niedergeschlagene Bariumsalz wurde mit Salzsaure behandelt, 
nach dem Eindampfen mit Alkohol heiss extrahiert und in His- 
schrank stehen gelassen. Die sich hierbei bildenden Krystalle 
wurden abgesaugt, mit absolutem Alkohol ausgewaschen und 
getrocknet. Ausbeute 6,9 g. 


4,315 mg Subst. 10,800 mg CO,, 3,740 mg H,O. 


- 3,500 mg Subst. 8,790mg » 3,030mg » 
’ 0,1787 g Subst. 4,23 ccm n/i-NaOH. 
Ber. fiir CasH.0,+H,0 OC 68,18 H 10,00 Mol. Gew. 426 
. Gefunden 68,26 7700" 4224 
2 68,49 9,69 


Der Atherauszug wurde mit 10g Kaliumhydroxyd in alkoho- 
lischer Liésung 12 Stunden lang erhitzt. Durch Atherextraktion 
wurden 0,3¢ Krystalle vom Schmelzpunkt 146° erhalten, welche 


durch Mischschmelzpunkt und Farbenreaktionen als Cholesterin | 


identifiziert wurden. 

2. Versuche bei. Bungarus multitinctus. 100 Gallenblasen 
von Bungarus multitinctus, deren Inhalt 114,9¢ betragt, wurden 
in derselben Weise wie bei Elaphe carinata auf Gallensauren 
verarbeitet. Daraus wurden nur 0,5 g Cholsdéure in reiner Form 
isoliert. Das Cholesterin wurde in freier Form nur mit 0,08¢ 
erhalten, als Digitonid wurden noch 0,1 ¢ festgestellt. 

3,570 mg Subst. 8,970 CO., 3,160 mg H:0. < 

Ber. fiir C.4H,,.O;+H.O C 68,18 H_ 10,00 
‘ Gefunden 68,53 9,90. 

Aus dem Filtrat der Chlorbarium-Fallung konnte Desoxychol- 
sdure nicht isoliert werden. Aus dem Eisenniederschlag wurde 
auch keine andere Gallensiure erhalten. 


: LITERATUR. 
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, CHEMIE DER SCHLANGEN. 
V. Uber die anorganischen Bestandteile der Schlangen- 
muskeln. 


Von 
HIROYUKI IMAMURA. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der Universitét zu Taihoku. 
Vorstand: Prof. Dr. M. Tomita.) 


(Eingegangen am 25. September 1939) 


Ein vergleichend-biochemisches Studium des Muskelgewebes 
erscheint von mehreren Gesichtspunkten aus einladend. Unsere 
Kenntnisse von den anorganischen Bestandteilen der Muskeln sind 
ausserordentlich liickenhaft und diirftig. Systematische Unter- 
suchungen iiber die Muskelaschen bei den Schiangen scheinen 
niemals angestellt worden zu sein, was uns angeregt hat, dieser 
Gegenstand einer exakten Untersuchung zu unterwerfen. 

Meine Untersuchung beschrankte sich im wesentlichen auf dei 
Gehalt des Muskels an Salzionen u.z. K, Na, Ca, Mg, Cl, -POx, 
-SO,, -Si03; als Material wurde von jeder Schlangenart die am 
besten zugingliche Spezies ausgewihlt.. Von den Giftschlangen 
wurden Naja naja atra, Bungarus multicinctus und Trimeresurus 
mucrosquamatus, und von den ungiftigen Schlangen Elaphe 
carinata, Elaphe taineurus und Ptyas mucosus verwendet. 

Das untersuchte Fleisch wurde stets ganz frisch verarbeitet. 
Die mit blossem Auge sichtbaren Blutgefisse, Sehnen, Nerven und 
das Fett wurden sorgfialtig abprapariert und das so gereinigte 
Fleisch wurde nach Zerkleinerung im Trockenschrank allmahlich 
getrocknet und im Exsiceator zu konstantem Gewicht gebracht. 
Die Mengenverhiltnisse der Trockensubstanz und des Wassers sind 
in Tabelle I verzeichnet. 

Bei Betrachtung der hier angefiihrten Tabelle sieht man, dass 
der Wassergehalt des Fleisches in den verschiedenen Schlangenar- 


ten keine grosse Schwankung aufweist. 
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TABELLE I. 
Menge des.| Menge der Wassergehalt 
: | verwendleben) rockers 50) i mmm a ier wen enna 
Arten der Schlangen Wicisehadt ee = 
g g & : se 
: 
Naja naja atra weep nl) 31,60 |» 139,50 76,97 
Bungarus multicinctus 138,40 29,80 108,60 77,20 
Trimereswrus mucrosqumat. 156,10 34,80 | 121,30 TiO) 
Elaphe taineurus 134,40 34,90 99,50 77,82 
Elaphe taineurus 189,70 44,70 145,00 77,64 
Ptyas mucosus 173,70 42,70 131,00 _ 75,41 


Die Trockensubstanz wurde dann sorgfiltig verkohlt und 
verascht. Der Wasserauszug, worin die in Wasser ldéslichen 
Aschenbestandteile enthalten waren, wurde auf dem Wasserbade 
eingeengt, sein Volumen durch Auffiillen in einem geeichten 
Messkolben bestimmt, ein aliquoter Teil davon’ fiir die Bestim- 
mungen der einzelnen Stoffe entnommen und die dabei gefundenen 
Werte der Stoffe auf das Gesamtvolumen des Wasserauszuges 
berechnet. Die in Wasser nicht léslichen Aschenbestandteile léste 
man in verdtinnter Salzsdure, verdiinnte mit Wasser auf ein 
bestimmtes Volumen und verwendete einen aliquoten Teil zu 
-Bestimmungen der alkalischen Erden, der Schwefelsiure und der 
Phosphorsdure. Die Mengen der in Rede stehenden Stoffe sind 
zu denjenigen der in Wasserausziigen vorhandenen gleichnamigen 
Stoffe addiert und ihre Summe in der Tabelle eingetragen. Der 
in Salzsiiure nicht lésliche Riickstand wurde auf Kieselsiure 
verarbeitet. x . 

Zur Bestimmung des Chlors bediente ich mich der Methode 
von. Volhard. Die Schwefelsiure wurde durch Salzsiure und 
Bariunchlorid gefallt und als Bariumsulfat abgewogen. Die Phos- 
phorsdure wurde zuerst mit Magnesiamischung in der Kilte eefallt 
und dann auf bekannte Weise in das Phosphorsiiuremolybdat iiber- 
gefiihrt. Hierin wurde sodann die Phosphorsiiure nach der 
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Vorschrift von Neumann bestimmt. Der Kalk wurde aus einer 
mit essigsaurem Natron versetzten Lésung durch oxalsaures Ammon 
als oxalsaurer Kalk gefillt, durch starkes Gliihen in Atzkalk iiber- 
gefiihrt und daun gewogen. Aus der vom Calciumoxalat ab- 
filtrierten Losung fiallte man das Magnesium durch Ubersiittigung 
mit Atzammoniak als phosphorsaure Ammonmagnesia aus, ver- 
wandelte die letztere auf die tibliche Weise durch Gliihen in pyro- 
phosphorsaure Magnesia und berechnete aus der gewogenen pyro- 
phosphorsauren Magnesia die Magnesja. Zur Bestimmung des 
Kaliums und des Natriunis wurden die beiden Alkalien nach 
moglichster Entfernung der anderen ‘“Aschenbestandteile in 
Chloride iibergefiihrt, als solehe gewogen und dann das Kalium 
als Kaliumplatinchlorid bestimmt. Durch Subtraktion des Chlor- 
kaliums von dem vorher gefundenen Gewichte der Summe der 
beiden Chloralkalien wurde die Menge des Chlornatriums gefunden. 

Die Ergebnisse sind in Tabelle II enthalten. 

Die quantitative Zusammensetzung der einzelnen Mineral- 
bestandteile, abgesehen von Chloriden, sechwankt nicht in breiten 
Grenzen. Unter den Muskelaschen der Schlangen steht nach 
meiner Untersuchung das Phosphor im Vordergrund, dann kommen 
Sulfate und Alkalien. 

Fragte man sich nun nach der Rolle des Phosphors und des 


TABELLE IT a. 


Aschenbestandteile 


Arten ‘der 


Behiangen do K.O Na,O CaO | MgO 


Menge des 
verwendet 
Fleisches 


fe g | % 


Naja naja atrat 171,10 | 0,026} 0,153 | 0,029) 0,171 0,006 0,035, 0,003) 0,017 


multicinct. 
Trimeresurus 156,10 | 0,024 0,153) 0,023} 0.147} 0,007 | 0,044| 0,002] 0,012 
mucrosquam. 

0,015 


Elaphe carinrta} 134,40 | 0,014] 0,107; 0,026) 0,195 0,005} 0,037) 0,002 


Bungarus 138,40 | 0,025 | 0,181) 0,023} 0,166 , ac 0,040| 0,002} 0,014 


Elaphe 189,70 | 0,019] 0,100! 0,033) 0,174| 0,004, 0,021, 0,003) 0,016 
taineurus ; x 


| | 00: 
Ptyas mucosus | 173,70 | 0,025} 0,144) 0,026 aed ue 0,034, 0,002} 0,011 
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TABELLE II b. 


Aschenbestandteile 


i 
| 
| 
| 
| 
| 
| 


Arten der 
Schlangen 


P05 SO; SiO, 


Menge des || 
verwendet. 
Fleisches 

is 

Q 


g Jo g % g Jo g J 


. 


Naja najaatra}| 171,10 | 0,160! 0,093} 0,788] 0,460} 0,025) 0,149} 0,007] 0,004 
Bungarus 138,40 | 0,085 | 0,061} 0,641] 0,463] 0,013| 0,094} 0,004] 0,003 
multicinct. 


Trimeresurus | 45610 | 0,160] 0,102] 0,627] 0,402! 0,021! 0,136] 0,007] 0,004 
mucrosquam, e 


Elaphe carinat | 134,40 | 0,170| 0,126] 0,576) 0,428) 0,026 | 0.195} 0,006) 0,004 


Elaphe — 189,70 | 0,090] 0,047| 0,860] 0,453| 0,025] 0,132] 0,010] 0,005 
taineurus 


Ptyas mucosus | 173,70 | 0,115} 0,066] 0,859} 0,494} 0,024 0,138 6,009 | 0,005 


Schwefels fiir die Muskeltatigkeit, so muss man. zugeben, dass die 
Bedeutung dieser Koérper letzten Endes noch dunkel ist und so 
macht sich gegenwartig die Notwendigkeit neuer Arbeiten fiihlbar, 
welche den Phosphor- und .Schwefelmetabolismus des Muskels 
beleuchten. ; 
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UNTERSUCHUNG DES PHOSPHATIDUMSATZES. 


Uber die Menge des himolysierten Blutes, benutzt in der 
Untersuchung des “Einflusses der Injektion des 
hadmolysierten Blutes auf den Phos- 
phatidumsatz der Milz.”* 


VON 


SEKISEN KAN. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Kumamoto Med. Fakultit. 
Vorstand: Prof. Dr. S. Kato.) 


- 


(Eingegangen am 28. September 1939) 


Zur Funktionspriifung des reticuloendothelialen Systems wird 
gewohnlich wegen der Phagocytose des Gewebes die kolloidale 
Lésung von verschiedenen Arten (Suspensoid oder Emulsoid) zur 
sogenannten Blockierungspriifung angewendet, wobei zu bedauern 
ist, dass die Dosis dieser Substanzen, die fiir das Lebewesen Fremd- 
korper sind, auf physiologischer Grundlage nicht genau zu 
bestimmen ist. 

Die Menge des taglichen Umsatzes der Erythrocyten wird 
nach der Untersuchung von allen Seiten auf ca.1/30 der ganzen 
Menge der Blutkérperchen veranschlagt. Die durchschnittliche 
Gesamtblutmenge des gesunden Menschen betragt 74 ecm** pro kg 
Korpergewicht. Betraigt das Volumen des Blutkérperchens durch- 
schnittlich 42% von der Gesamtblutmenge,** so beliiuft sich die 
Menge der Erythrocyten pro kg Kérpergewicht auf 3lccm. Also 
betriigt die Menge des tiglichen Umsatzes Erythrocyten pro kg 
Korpergewicht durehschnittlich ea. 1 eem, die aber im krankhaften 
Zustand noch erhoht wird, wie bei Malaria, Schwarzwasserfieber, 
und paroxymaler Hamoglobinurie. Und da das reticuloendotheliale 
System, besonders-die Milz, welche als Grab der Erythrocyten 
bezeichnet wird, ein wesentliches Organ des Hiimoglobinumsatzes 


* Siehe Kan (1938) in d. Literatur. 
** Komiya (1935), Nippon-Naikagakkai-Zassi, 23 (Nr. 25 17.02 
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ist, so wird der Vermutung Ausdruck gegeben, dass in der Milz 
verschiedene Vorgiinge anschliessend an die Erledigung der Zer- 
fallprodukte der Erythrocyten in Erschemung treten. 

Hashimoto (1933) hat bei normalen Hunden durch intra- 
venose Injektion des heterogenen sowie autogenen hamolysierten 
Blutes eine voriibergehende Vermehrung der Gallensaure des 
Blutes hervorgerufen. Hirota (1934) hat bei normalen Hunden 
durch intravendse Injektion des homogenen hiamolysierten Blutes 
eines anderen Hundes die Vermehrung der Cholesterinmenge fest- 
gestellt, die eine Stunde nach der Injektion erfolgt und 4-6 Standen 
spiter den maximalen Wert erreicht. Beide Authoren haben 
diesen Vorgang auf den reizenden Einfluss der Bestandteile des 
himolysierten Blutes auf das reticuloendotheliale System zurtick- 
gefiihrt. > 

Ich habe bei den Untersuchungen des Phosphatidumsatzes 
(Kan, 1938, 1939) nicht nur festgestellt, dass bei normalen Hunden 
die intravendse Injektion des homogenen himolysierten Blutes 
eine bedeutende Vermehrung des Lipoid-Phosphors im Vollblut 
hervorruft, wiaihrend diese Injektion bei entmilzten Hunden eine 
Verminderung verursacht, sondern auch mitgeteilt, dass ich 
Bestandteile des hamolysierten Blutes in Hamoglobin und Fettstoff 
eingeteilt habe und durch Injektion des Himoglobins eine ahnliche 
Vermehrungskurve des Lipoid-Phosphors im Vollblut wie durch 
die Injektion des hamolysierten Blutes selbst feststellen konnte, 
dass also sich die Menge des Lipoid-Phosphors im Vollblut bei 
der Erledigung des Himoglobins nach der Injektion des hiamo- 
‘lysierten Blutes vermehrt, was uns vermuten lisst, dass in der 
Milz der Himoglobinumsatz und der Phosphatidumsatz in einer 
engen Beziehung stehen miissen. 

Bei diesen Untersuchungen habe ich 5,0cem vom 3fach 
verditinntem hamolysierten Blut pro ke Kérpergewicht gebraucht. 
Ist aber diese Dosis denn gecignet? Oder gibt es eine andere 
Dosis, die auf den Zusammenhang der Milz mit dem Phosphatidum- 
satz einen grésseren Einfluss ausiiben kann? Nehmen wir nun 
an, dass die Gesamtblutmenge eines normalen Hundes ea. L/L vor 


* Sato (1935): Jikken-Ketzucki-Gaku, 30. 
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Korpergewicht betriet, so beliiuft sich die Gesaintblutmenge des 
Hundes von 11 kg Korpergewicht auf 1 ke. Betragt das Volumen 
der Blutkorperchen durchschnittlich etwa 38%* von der Gesamt- 
menge des Blutes, so wiegt die Gesamtmenge der Krythrocyten 
350g. Wenn beim Hunde der Umsatz von 1/30 der Gesamtmenge 
der Erythrocyten ebenfalls wie beim Menschen erfolgt, so betriigt 
die Umsatzmenge 12,7 ¢. 12,7 g¢ Erythrocyten enthalten also, wenn 
das Hamoglobin 33% der Erythrocyten betrigt, 4,19 g Himoglobin, 
d.h. die Tagesdosis des physiologischen Haimoglobinumsatzes. 

Gebraucht man nun bei einem Hunde von 11 kg Kérpergewicht 
10,0 cem des 3fach verdiinnten himolysierten Blutes pro kg Korper- 
gewicht, so betriigt das im hamolysierten Blut enthaltene Himo- 
globin ca. 13,2 g, naimlich 3,2fach so viel wie die Tagesdosis des 

“physiologischen Hamoglobinumsatzes. Gebraucht man aber 5,0 cem 
desselben hamolysierten Blutes, so betriigt das Himoglobin das 
1,6fache. Gebraucht man ferner 2,5 cem, so betragt es natiirlicher- 
weise das 0,8fache. 

Beim Experiment habe ich, wie schon erwihnt, Bestandteile-: 
des hamolysierten Blutes in Hamoglobin und Fettstoff eingeteilt 
und diese Substanzen einzeln injiziert, wobei ich als Hiimoglobin 
Hamoglobin in lamellis Merck und _ selbsthergestelltes Rinder- 
hamoglobin benutzte. . 

In dem vorliegenden Experiment nun habe ich die Injektion 
von 3,2fach und 0,8fach so viel Hiimoglobin wie die Tagesdosis. 
des physiologischen Umsatzes des Hundhiamoglobins, namlich von 
10,0cem und 2,5ecm des himolysierten Blutes pro kg Korper- 
gewicht vorgenommen. So méchte ich nun die Ergebnisse: 
mitteilen und zugleich sie jenen meiner vorigen Mitteilungen (Kan 
1938, 1939), den Ergebnissen bei der Injektion von 1,6, 0,15, 
0,2fach viel Himoglobin, gegentiberstellen. 

Bei der Injektion von 5,0 cem des himolysierten Blutes pro kg 
Korpergewicht, d. h. 1,6fach so viel wie eine Tagesdosis des physio- 
logischen Umsatzes des Hundshiimoglobins (Kan, 1938), vermehrt 
sich Lipoidphosphor im Vollblut frithestens 30 Minuten nach In- 


* Mayerson (1930): Anat. Reeord, 47, 243. 
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jektion des himolysierten Blutes, spatestens 3 Stunden darauf, 
erreicht den maximalen Wert nach 7 Stunden und bleibt nach 48 
Stunden noch immer hdher als der Wert vor der Injektion. Der 
- héchste Prozentsatz der Vermehrung betréiet aus 4 Fallen durch- 
schnittlich 30,4%. Bei der Injektion von je5,0cem von 1,16% 
Hiimoglobinlisung (Hb. in lamellis Merck) und von 1,557% selbst- 
hergestellter Himoglobinlésung pro kg Koérpergewicht (ca. 0,2fach 
so viel wie Tagesdosis des physiologischen Umsatzes), vermehrt 
sich Lipoid-Phosphor im Vollblut. Der héchste Prozentsatz der 
Vermehrung betragt aus 3 Fallen durchschnittlich 24,6%, ein 
ahnliches Ergebnis zeigt die Injektion von 2,5 cem des hamolysier- 
ten Blutes pro kg Kérpergewicht (Kan, 1939). 


EXPERIMENT. 


a. Versuchsmethode. Die Bestimmungsmethode des Lipoid-Phosphors des | 
Blutes, Methode der Blutentnahme, Versuchstier, Herstellungsmethode des 
hamolysierten Blutes usw. sind dieselben wie in der vorigen Mitteilung (Kan, 
1938). Die Injektion wurde in Vena auricularis und die Blutentnahme aus 
der Arteria femoralis vorgenommen. 

b. Bet der Injektion von 10,0 ccm des haemolysierten Blutes pro kg 
Korpergewicht. Die Menge des im benutzten himolysierten Blut enthaltenen 
Hamoglobins entspricht, aus dem obigen berechnet, dem 3,2 fachen der 
Tagesdosis des physiologischen Hamoglobinumsatzes. Nach Injektion des 
himolysierten Blutes vermehrt sich Lipoid-Phosphor im Vollblut, wie die 
Tabelle zeigt. Der hochste Prozentsatz der Vermehrung betrigt aus 2 Fallen 
durchschnittlich 12,2% und ist bedeutend niedriger als bei der Injektion von 
5,0 cem des himolysierten Blutes pro kg Koérpergewicht. Bemerkenswert ist es, 
dass die Injektion der grésseren Dosis einen niedrigeren Prozentsatz der 
Vermehrung resultierte. : : 


TABELLE I, 
‘ Lipoid-P im Vollbut (mg/dl) 
Weed Korper | 
Nr Ges Wied : Nach d. Injektion 
ca i: j akt. , 
chee 30’ |18t.30’| 3st.} 5st.| 7St. [ea st.! 48 st. 
90 (2) 5,0 8,48 8,18 8,91 8,37 | 8,37 | 9,29 | 9,18 | 8,18 


91 (8) 5,4 7,67 6,64 7,43 7,83 | 8,69 | 8,67 550. SME 
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~ (mg/dl) 
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O....Hund Nr. 90 
4....Hund Nr..91 


Gi Renner eee OR en aes eg ee er gt Ss Stunde 


30’ 1,30’ 3 5 7 24 48 


(nach Injektion) 
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c. Bei der Injektion von 2,5 ecm des hiimolysierten Blutes pro kg Kérper- 
gewicht. Die Menge des hier benutzten hamolysierten Blut enthaltenen 
Hamoglobins entspricht, aus dem obigen berechnet, dem 0,8 fachen der Tages- 
dosis des physiologischen Haimoglobinumsatzes des normalen Hundes. Wie die 
Tabelle zeigt, vermehrt sich Lipoid-Phosphor im Vollblut nach der Injektion 
des haimolysierten Blutes. Der hodchste Prozentsatz der Vermehrung betrigt 
aus 2 Fallen durchschnittlich 25,8% und ist etwas niedriger als bei der Injek- 
tion von 5,0ccm des hiimolysierten Blutes pro kg Kérpergewicht. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


Fasse ich nun die Resultate dieses Experimentes und die in 
den vorigen Mitteilungen (Kan, 1938, 1939) zusammen, so. habe 


TABELLE IT. 


Lipoid-P im Vollblut (mg/dl) 


Korper- te 
Hund- |“ pew. Nach a. Injektion 
Nr. (kg.) Vor d. 
: Injekt. 


30° | 1st. 30°| 38t. | 5st. | 7St. 


| 6,02 5,51 | 5,40 | 6,89 | 6,43 


"89 (2) 6,2 7,99 7,16 | 7,67 | 8,95 | 8,96 | 9,59} 7,07 | 6,83 


24 St. | 48 St. 


883 (2) 5,6 4,94 6,08 4,86 
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ich folgendes zu sagen: © 

Die intravenése Injektion von 5,0 cem, 10,0 cem, 2,5 cem des 
3fach verdiinnten hiamolysierten Blutes pro kg Korpergewicht 
(von dem 1,6, 3,2, 0,8fachen der Tagesdosis des physiologischen 
Hamoglobinumsatzes) ruft bei normalen Hunden die Vermehrung 
des Lipoid-Phosphors im Vollblut hervor, und zwar die Injektion - 
von 5,0ccm ruft die grésste Vermehrung hervor, dem folgt die 
Vermehrung durch die Injektion von 2,5 eem, und die Vermehrung 
durch die Injektion von 10,0 ccm ist bedeutend niedriger als die 
beiden anderen. Die intravendse Injektion von 5,0 cem der 1,16% 
Hamoglobinlésung (Hb. in lamellis, Merck) und 1,55% selbsther- 
gestellten Hamoglobinlésung pro kg Koérpergewicht (von dem 0,15 
und 0,2fachen der Tagesdosis des physiologischen Himoglobinum- | 
satzes) ruft bei normalen Hunden immer die Vermehrung des 
Lipoid-Phosphors im Vollblut hervor. Der héchste Vermehrungs- 
prozentsatz ist fast derselbe wie bei der Injektion von 2,5 cem des 
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haimolysierten Blutes pro kg Kérpergewicht. 

Wie schon aus obiwen Ergebnissen klar geworden ist, ruft die 
intravendse Injektion won verschiedener Dosis des hiimolysierten 
Blutes (oder des Hin»oglobins) bei normalen Hunden jedesmal 
die Vermehrung des Lipoid-Phosphors im Vollblut hervor, aber 
die Injektion von 5,0 cem des himolysierten Blutes pro ke Korper- 
gewicht verursacht den héchsten Prozentsatz der Vermehrung des 
Lipoid-Phosphors. Uber den engsten Zusammenhane, worin diese 
durch Injektion des hamolysierten Blutes (oder des Hiimoglobins) 
hervorgerufene Vermelurung des Blut-Lipoid-Phosphors mit dem 
Hamoglobinumsatz im reticuloendothelialen System, besonders in 
der Milz, steht, ist schon genau in vorhergehenden Mitteilungen 
(Kan, 1938, 1939) erwdihnt. 

Die Uberlegenheit des hamolysierten Blutes iiber verschiedene 
kolloidale Lésungen (Suspensoid oder Emulsoid), die bisher bei 
der Blockierungspriifumg des reticuloendothelialen Systems benuzt 
worden sind, bestehen darin, dass das Himoglobin ein stindiger 
Bestandteil des Lebewesens ist, und dass die Dosis auf dem festen 
Grund variiert wird, weil der Umsatz der bestimmten Menge 
Hamoglobin taglich physiologisch vor sich geht. 

Nagashima (1933) hat die Funktionsveranderung des reti- 
culoendothelialen Systems mittels des Hisenzuckers und Kongorots 
untersucht und dieses Ergebnis mit dem aus der Produktionsfihig- 
keit des Immunkorpers: betrachteten Ergebnis verglichen. Nach 
ihm ist der Funktionswert des reticuloendothelialen Systems je 
nach der Art und Menge der injizierten Fliissigkeit verschieden. 
Die Injektion der kleimen Dosis von Kollargol, Trypanblau und 
Carmin steigert die Fumktion des reticuloendothelialen Systems, 
die aber mit der Vermelarung der injizierten Dosis absinkt. Auch 
die Injektion der kleinen Dosis der Tuschesuspension des Hisen- 
zuckers steigert die Fumktion des betreffenden Systems, die aber 
durch Vermehrung der injizierten Dosis herabsetat wird, durch 
fernere Vermehrung zu steigen anfingt, jedoch durch die Injek- 
tion der grossen Dosis stark herabsetzt wird. 

Zwischen der Wirkung des Hiimoglobins auf das reticuloendo- 
theliale System, besonders auf die Milz, und der Wirkung von 
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Kollargol, Trypanblau und Carmin in der Nagashima’schen 
Untersuchung scheint die Ahnlichkeit zu bestehen, dass der 
Vermehrungsprozentsatz des Blut-Lipoid-Phosphors bei der Injek- 
tion der gréssten Dosis des himolysierten Blutes, d.h. von 10,0 cem 
pro kg Kérpergewicht, niedriger ist als bei jeder Injektion der 
kleineren Dosis, nimlich dass die Injektion der kleineren Dosis 
des hiimolysierten Blutes die Funktion des reticuloendothelialen 
Systems, besonders der Milz, steigert und die Injektion der 
grésseren Dosis die Funktion des Systems herabsetzt. 


LITERATUR. > 
Hashimoto (1933): J. Kumamoto Med. Soc. (Jap. Edition), 9 (Nr. 10), 
706. z= ae 
Hirota (1934): J. Kumamoto Med. Soe. (Jap. Edition), 10 (Nr. 9), 
1067. 
Kan (1938): Kumamoto Med. J., 1 (Nr. 1), 1. 
» (1939): 35 Sy ion CNUrso) ae 
Nagashima (1935): J. Kumamoto Med. Soe. (Jap. Edition), 9 (Nr. 3), 
208. - 


Takata (1936): J. Biochem., 24 (Nr. 2), 257. 


The Journal of Biochemistry, Vol. 31, No. 1. 


UBER DIE BESTIMMUNG DES GLUTATHIONS 
IM GEWEBE. 


Von 


ISAMU NUMATA. 


(Aus dem Biochemischen Laboratorium des Kitasato-Institutes in Tokyo. 
Direktor: Dr. Akiji Fujita). 


a (Eingegangen am 6. Oktober 1939) 


In der vorangehenden Mitteilang habe ich (Numata 1939) 
hervorgehoben, dass das Glutathion bei der Enteiweissung durch 
* Hamoglobin oxydiert wird, was aber durch Behandlung mit CO 
vollig vermieden werden kann. Bei der Bestimmung des Gluta- 
thions im Gewebe ist ausserdem noch zu beachten, dass sich in 
manchen Geweben ein Ferment bzw. Fermentsystem befindet, 
welches Glutathion hydrolysiert und Cystein freimacht. Die 
Gegenwart eines solchen Ferments wurde schon von Fujita u. 
Iwatake (1935) bemerkt und es wurde derauf aufmerksam 
gemacht, dass man die Gewebe zur Glutathionbestimmung sofort 
nach Toten des Tieres gefrieren und schnell enteiweissen muss. 
Da damals keine zuverlissige quantitative Bestimmungsmethode des 
Cysteins neben Glutathion vorlag, war der Nachweis der Hydrolyse 
nicht einwandfrei. Wir (Fujita u. Numata 1939) haben aber 
indessen eine solche Methode ausgearbeitet. Wir sind daher jetzt 
imstande, diese Sache erneut zu priifen. Meine diesbeziiglichen 
Versuche bestitigten die fermentative Hydrolyse des Glutathions 
nach Toten des Tieres eindeutig. Um den Glutathiongehalt im 
Gewebe zu bestimmen, sind also zwei Punkte zu beriicksichtigen: 
die fermentative Hydrolyse des Glutathions und die Oxydation 
des Glutathions durch Himoglobin bei der Enteiweissung. Es soll 
die Aufgabe dieser Arbeit sein, das Verhalten der Hydrolyse unter 
verschiedenen Bedingungen zu erforschen und die Bestimmungs- 
methode des Gewebsglutathions festzustellen. 
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1. Hydrolyse des Glutathions im Gewebe. 

Versuch 1. Die Leber wird sofort nach Toten des Meer- 
schweinchens behandelt. a) Zu 1g Leber Zusatz von 5 cem 4%iger 
Metaphosphorsiiure —> zerreiben — Zusatz von 4cem Wasser > 
mischen — zentrifugieren — photometrieren. b) Mit festem COsz 
gefrieren — zu 1e@ Leber Zusatz von 5cem 4%iger Metaphosphor- 
-siure und 4cem Wasser —> zentrifugieren usw. ¢) 1g Leber wird 
mit Wasser in der Kialte zerrieben > in modifiziertes Thunberg- 
Gefiss (Vgl. Fujita, Ebihara, Numata 1939) iiberfiihren 
(Wasser im Ganzen 8ccm)-—>bei Zimmertemperatur, im CO, 
Zusatz von 1,0 cem 20%iger Metaphosphorséure — zentrifugieren. 
usw. d) Wie bei ec, aber ohne Abkiihlen. e) Das Gewebe wird 
nach Abtoten des Tiers eine Stunde bei 20°C liegen gelassen. Dann 
weiter wie bei a behandelt. f) Nach Abtdten wird das Gewebe eine: 
Stunde bei 20°C liegen gelassen. Weiter wie bei d behandelt. 


TABELLE I. Eta 
Behandlung Cystein mg% eS ae 
a 4,9D ; 6,0 
zie) 7,5) 7.5 
: 15,0" 18,0 
d 95,6 105,0 
ze 21,0 24,0 
f 69,0 ; ; 75,0 


Wie die Ergebnisse von Tabelle I zeigen, findet keine: 
Hydrolyse des Glutathions statt, wenn das Gewebe sofort nach 
Toten des Tiers mit Metaphosphorsiiure behandelt wird. Das. 
Ferment wird also durch Siure inaktiviert. Wenn man_ das. 
Gewebe schnell gefriert und danach mit Siiure enteiweisst, so findet 
man auch fast kee Hydrolyse. Dagegen wird die Hydrolyse?’ 


1) Bei vielen Fiillen sind die Werte a, b und e gleich. Vel. Tabelle V 
2) Cystein kann wenigstens teilweise auch durch Hydrolyse des Eiweisses, 
entstehen, wotiber ich hier yorlaiifig dahinstelle. 
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sehr ausgepragt (d), wenn man das Gewebe bei Zimmertemperatur 
zerreibt, aber weniger ausgepragt (ec) wenn man das Gewebe zuerst 
in der Kalte behandelt. Nach Liegenlassen des Gewebes bei 20°C 
wird die Hydrolyse deutlich bemerkbar (e.f.), auch wenn man das 
Gewebe direkt mit Siure zerreibt (e). Die Behandlung mit CO 
zur Vermeidung der Oxydation durch Himoelobin bei der Ent- 
eiweissung, wie bei der Ascorbinsiurebestimmung (Vgl. Fujita, 
Ebihara u. Numata 1939), kaun daher bei der Glutathion- 
bestimmung im Gewebe nicht ohne weiteres angewandt* werden. 


2. Einfluss der Temperatur auf die Hydrolyse 
des Glutathions. 


Versuch 2. Nach Toten des Meerschweinchens wird die Leber 
mit festem CO. gefroren > davon 2a ¢ abgewogen > in das Zentri- 
fugierglas gebracht > Zusatz von’a ecm Wasser verschiedener 
Temperatur — 5 Minuten im Wasserbad verschiedener Temperatur 
belassen — eventuell Ersatz des verdampften “Wassers (durch 
Abwigen) — Zusatz von Seesand > Zusatz von 10aecm 4%iger 
Metaphosphorsiure und Tacem Wasser > zerreiben —> zentri- 
fugieren — photometrieren. Kontrollversuch wurde bei Zimmer- 
temperatur (26°C) ausgefihrt. 


TABELLE IT. 


Cysteingehalt (mg%) 


Temperatur des Wasserbads (°C) = eee 
Cystein Gesamt-Cystein 
70 37,5 43,5 
90 11,3 10,5 
100 9,0 10,5 
Kontrolle (26°C) -9,8 10,5 


Wie aus Tabelle II hervorgeht, geschieht die Hydrolyse nach 
5 Minuten langem Liegenlassen bei 70° noch deutlich, wihrend 
sie bei 90°C kaum mehr wahrnehmbar ist. 

Versuch 3. Nach Toten des Meerseliweinchens wird die Leber 
mit festem CO, gefroren—>2ag abgewogen—>a ecm kochendes 


a it Numata: 


ie) 


Wasser zusetzen >in kochéndem Wasserbad 1, 2, 3, 5 baw. 10 
Minuten belassen > sofort mit Eiswasser abkithlen — Ersetzen des 
verdampfteu Wassers (durch Abwagen) —> im Morser Zusatz von 
Seesand sowie 10acem 4%iger Metaphosphorsiure und 8a cem 
Wasser — zerreiben — zentrifugieren > photometrieren. ~ Kontroll- 
versuch wurde ohne Erhitzen, direkt nach Zusatz der Metaphos- 


phorsaure behandelt. 


TABELLE III. 


Kochdauer (Minuten) Cysteingehalt (mg%) 


48,0 
14,3 
13,5 
12,0 
10 ; 10,5 


aw © 


- Kontrolle _ 1355 


Wie aus Tabelle III ersichtlich, wird das hydrolysierende 
Ferment durch 3 Minuten Kochen praktisch vollstandig vernichtet. 
Unter dieser Bedingung fand ich die zugesetzte Menge Glutathion 
zu Leber und Niere vollstaindig wieder und konnte fast keine 
Cysteinentstehung aus zugesetztem Glutathion nachweisen. 


3. Einfluss des Kochens auf die Oxydation des 
Glutathions durch Himoglobin. 


Versuch 4. Zu 2,0eem Kaninchenblut wird 1,0 cem Wasser 
bzw. 105mg%iger wisseriger Glutathionlésung zugesetzt > 3 
Minuten in kochendem Wasserbad belassen > abkiihlen — ersetzen 
des verdampften Wasser—>im Morser mit Seesand nach Zusatz 
von leem 20%iger Metaphosphorsiiure und 6,0 cem Wasser 
zerreiben— zentrifugieren > Glutathionbestimmung. Als Kontroll- 
versuch wurde der Glutathiongehalt ohne Erhitzen, aber mit CO- 
Behandlung bestimmt. 

Aus Tabelle iV ersieht man, dass das Glutathion im~ Blut 
nach 3 Minuten Kochen grdésstenteils (cea. 60%) oxydiert und 
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als Gesamtglutathion praktisch vollkommen wiedergefunden wird. 
Zur Bestimmung des Glutathions in blutreichen Geweben darf man 
daher zum Zweck der Ausschaltung der Fermentwirkung nicht 
kochen, sondern man muss gefrieren. 


TABELLE IV, 


Glutathiongehalt (mg%) 


reduziert insgesamt 
GSH-Zusatz 30,5 102,3 
~ Ohne Zusatz 12,0 (39%) 49,8 (95% - 
Differenz 18,5 52,5 
Berechnet 52,5 52,0 
% gefunden 35 100 
Kontrolle 30,6 52.5 


4. Glutathiongehalte der blut- bzw. haimoglobin- 
reiehen Organe. 


Versuch 5. Ein Morser aus Hartglas wird vorher mit festem 
COz gentigend abgekiihlt. Man bringt ein gefrorenes und _ ab- 
gewogenes Gewebestiick (2ag) hinein, dazu eine kleine Menge 
Seesand. Man setzt abgekiihltes Wasser dazu und unter Abkiihlen 
zerreibt man das Gewebe. Man fiihrt es quantitativ mit ab- 
gekithltem Wasser in den Hauptraum des modifizierten Thunberg- 
Gefisses iiber und fiillt mit Wasser auf 9a ccm auf. Man versetzt 
dies mit einem kleinen Tropfen Oktylalkohol. In den Anhang wird 
acem 20%ige Metaphosphorsaiure gebracht und nach Sattigen der 
Fliissigkeit mit CO wird das Gefiiss geschlossen. ‘Nach Einkippen 
der Metaphosphorsiure wird die Fliissigkeit gut gemischt und 
geschiittelt. Nach 15 Minuten oder mehr wird die Flissigkeit 
zentrifugiert. Man setzt dem Filtrat ein gleiches Volumen 2%ige 
Metaphosphorsiiure zu und photometriert (Vgl. Fujita, Ebihara 
u. Numata, 1939). Zum Vergleich wurde ein Teil des gefrorenen 
Gewebes direkt nach Zusatz der- Metaphosphorsiure zerrieben, 
zentrifugiert und gemessen (In Tabelle V werden solche Werte 
eingeklammert bezeichnet). Die Glutathiongehalte in Tabelle V 
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TABELLE V. 


Glutathiongechalt (mg%) | Cysteingchalt @ng%) 


A t d S 1 BAG Ney ins- ‘ 
mel Gewebc redu-| ins- | red. (%) redu- ca Bie 
ziert | gesamt |insges.\/°7| Zert samt insses: f 
ai 3,0 100 
Meerschwein- se 86,1 97,0 89 3,0 A 
hen | Penee | garry} (0i,8)} (87) | @.0)| (0) | G00) 
106,0 | 115,0 92 Liniess 29 
Herz (96,0), (109,8)| (88) | (1,5)| (3,8)| (40) 
Knochen- | 84,0} 120,1 70. 30 | 15 40 
mark (80) | (120,1)| (67) (3,0)| (6,8)| (44) _ 
Kaninchen 235,0 | 256,0 92 7,9 | 12,0 66 
sa (220) | (261,0)| (84) | (7,9) | (10,5)} (75) 
Skelett- 42,0 | 73,2 57 15 | 2,3 65 _ 
muskel (44,0)| - (67,9) (Gy) | (GSB) | (C28) (49) 
Dunkelroter} 10,5 38,8 27 1,5 3,8 40 
Katsuwonus Muskel | (10,5)| (38,8) (27) (1,9) | (3,8) (50) 
VES en it eater 4,2 | 1934 22 0,8 | 15 53 
(“Katsuo”) (| ““Muskel | (4.2)| (494) | (22) ‘| (0.8)! Gua)| 3) 
Dunkélroter, 12,0} 44,0 27 ag 1 33 35 
Thunnus Muskel | (12,0)| (44,0) | (27) (0,8). (2,3) (35) 
orienta 9 | taboter 4,0 | 38,5 10 08 | 45 | 18 
(“Maguro”) Muskel | (4,0)| (44,0) (9) (0,4) | (4,5) (9) 
31,4 | 32,5 97 5,6 | 6,0 93 
Mensch Placenta (27.2) | (32/5) (84) (5:3) | (6,0) (88) 


wurden beziiglich des vorliegenden Cysteins nicht korrigiert. 

Wie aus Tabelle V ersichtlich, sind die gemessenen Werte nach 
Gefrieren und CO-Behandlung nur bei Herz, Milz und Placenta 
deutlich grésser als sonst. Die Oxydation des Glutathions durch 
Hamoglobin ist also nur bei der Messung der genannten Gewebe 
bemerkbar. Die sonstigen Gewebe zeigten praktisch keinen be- 
merkbaren Einfluss, also ist die CO-Behandlung bei vielen Geweben 
uberfltissig. Der Vergleich der Cysteingehalte nach der neuen und 
alten Methode zeigt eindeutig, dass die beiden Werte praktisch 
vollkommen tibereinstimmen, also findet fast keine Hydrolyse des 
Glutathions durch die beschriebene Behandlung statt. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Glutathion im Gewebe wird nach dem Titen des Tiers 
fermentativ hydrolysiert und es entsteht freies Cystein. Die 


me aw - “42 - . 
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Hydrolyse ist nach der Zerstérung der Gewebe besonders auf- 
fallend. 

2. Die Hydrolyse des Glutathions geschieht nach 5 Minuten 
Erwarmen bei 70°C noch deutlich, waihrend sie nach 5 Minuten 
bei 90°C fast voéllig aufgehoben wird. Bei 100°C wird die 
Wirkung innerhalb von 3 Minuten praktisch vollkommen auf- 
gehoben. 

3. Durch 3 Minuten Kochen des Blutes wird das Glutathion 
grosstenteils oxydiert. 

4. Um die fermentative Hydrolyse des Glutathions und die 
Oxydation des Glutathions durch Hamoglobin bei der Enteiweis- 
sung gleichzeitig zu verhiiten, ist das Gewebe in der Kiilte zu 
behandeln und im CO mit Sdure zu enteiweissen. Unter der 


genannten Bedingung wurden die Glutathiongehalte der ver- 


\ 


schiedenen blut- bzw. himoglobinreichen Gewebe gemessen und die 
Werte mit denen der mit Sadure direkt enteiweissten verglichen. 
Der Einfluss des Hamoglobins wurde nur bei Herz, Milz und 
Placenta beobachtet, wihrend sonst viele Gewebe praktisch un- 
beeinflusst geblieben waren. Durch die genannte Behandlung 
wurde fast keine Hydrolyse des Glutathions nachgewiesen. 

Diese Arbeit wurde auf Veranlassung und unter Leitung von 
Herrn Dr. A. Fujita ausgefiihrt, welechem ich an dieser Stelle 
bestens danke. 
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Ohyama and Nagaki(1939) have recently made the interest- 
ing finding that human bile contains much more anthropo-desoxy- 
cholic acid than was generally accepted since the study of 
Wieland and Reverey (1924). This gave more significance to 
the establishment of a practical determination method for the acid 
in the course of clinical investigation of bile samples. 

From this point of view, an attempt was made by Ohyama 
(1939) to establish a determination method based on the “delayed 
reaction” of the acid in Kaziro-Shimada’s Benzaldehyde test 
(1938), which was later modified somewhat by Saba (1939). The 
result was, however, not satisfactory. 

This colour reaction of anthropo-desoxycholie acid, although 
it is the only noted reaction of the acid, revealed a weak point in 
application to colorimetric determination of the acid, ie., 

1) the colour reaction is very much delayed after the treat- 

ment of the colour development. (7-8 hrs. at least), and 

2) the colour reaction is greatly influenced by the coexistence 

of other bile acids, which limits the application of the re- 
action to the colorimetric determination of the acid. 

But in an extended series of our experiments in which various 
“kinds of aromatic aldehydes were used as a coupling reagent, it was 
seen that a higher specificity of colour reaction for the acid can be 
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attained by selecting the proper aldehyde and the mode of colour 
development, with the aid of sulfrie or phosphoric acid and glacial 
acetic acid, as was proposed in the original procedure. 
The result of the investigations follows: 


A. SERIES OF SPECIFIC COLOUR REACTIONS FOR ANTHROPO- 


DESOXYCHOLIC ACID. 


I. Test with p-dimethylamino-benzaldehyde and 
sulfric acid. 

Reagents. First prepare 75% sulfric acid and dissolve p- 
dimethylamino-benzaldehyde into it to make a 10% solution of 
the latter. ) 

Mode of colour development. Put a small quantity of the 
test material in a test tube, add lee. of the reagent, and heat the 
solution in a water bath at 50°C for 5 minutes. Then cool the 
test tube in running water for about 1 minute and add 5dce. of 


Bigs ih: 


1.0 mg anthropo-desoxycholie acid, Pulfrich’s photometer, 10 mm cuvette. 


coy, SYS eERy aya 72 15 —~ Filter,S. 
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glacial acetic-acid. If anthropo-desoxycholic acid is present, a 
beautiful violet colour, which is very stable and lasts for more 
than 20 hours, is instantly obtained. The typical colour reaction 
of anthropo-desoxycholic acid is presented as an extinction curve 
in Figure 1. 

The specificity of the reaction. The specificity of the reaction 
is very high, ie., anthropo-desoxycholic acid is the only one 
which gives a positive reaction among the common bile acids. 
(see Table I). 


# TABLE I. 
ATDNEO PD O-esOXY CL Ol GAACIO Maas ean ee en eee violet. 
Evo desoxycholicracids seer) alee ene oo. YOLLOW. 
ROM CS CLI ne Nn ee ee aL ere wae ete yellow. 
IDEsoxy CholGiCid 4, et ae Sons rs ce Ae ee brown. 
Deby drochoicc1crd aap aes eee ee eee ty Peart yellow. 
PANO VC OL OL, ee Ree ees eens yA ed ee Tn ne Pes violet. 
Gholesteroly trace en tat URE ee aye eRe ae violet. 


ISSIR CDi se 5, A Rann en NS tm Sar amg A en \ at oon nO ae colourless. 


(N.B.) When phosphoric acid is used in the place of sulfrie acid, 
- no specific colour can be obtained for anthropo-desoxy- 
cholic acid, as showed in Table IT. 


TABLE IT. 
Anthropo-desoxycholie DGC Rectorate Sine este Om ee ae ea green. 
ELV O-esO My COLO ACI kuwait ere tenia eee et aiaite a) op Rar grass green 
Cholicacid ys serene ate fe Sat eRe COL Ae cee tee, ae grass green 
ESOS y CUO ACTOS anlar tranches «erat aie ne ¢ Cheeroteh ee grass green 
LOT) Peso UcCayO) OY KOLO been RE elehsin mechan cathe 6 alates eee cere grass green fs 
24 Poy cS na ae Sn ne ten TG A ne AE 1S ne yellow. g 


I. Test with vanilline and sulfric acid. 


Reagents. 1. 75% sulfric acid. 
2. 5 g/dl alcoholic solution of pure vanilline. 
Mode of colour development. To the test material in,a. test 
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tube, add 1 drop of vanilline solution and 2ee. of 75% sulfrie 
: eink Sec 
acid, heat the test tube in a water bath at 50°C for 5 minutes. 
After cooling the test tube in running water for about 1 minute, 
add 5ce. of glacial acetic acid. The colour reaction of anthropo- 


desoxycholic acid is a delicate violet (Figure 2). 


Higa: 


1.0 mg anthropo-desoxycholic acid, 10 mm cuvette. 


43 47 50 53 57 61-— Filter,S. 


The specificity of the reaction. This is given in Table III. 


TABLE IIT. 

Anthro p0-desoxyGholiclacnd meaner neta eee violet. 
LEG ORCS AC NATO MOO! = Son ena citoc coe cat ene brown. 
Cholieacid aes aes tab hare ere eee amber. 
Desoxy cholic acid A% sms pene en a eee ae ee oer violet at first, fades 

; ; to amber in 5 minutes. 
Dehydro-cholic acid ......... RS h earths 4 Ga yellow. 
Amiyl-aleoholy acy ts atwcie ess oe ee ee ee reddish brown. 
Cholesterol sy: 5 2 sacs tara ecient ee reer violet 
Blank Stee). So, seca see ee es colourless. 


HII. Pest with vanilline and phosphoric acid. 


Reagents. 1. 5 g/dl alcoholic solution of pure vanilline. 
2. Phosphoric acid, ordinary commercial (90%). 
Mode of colour development. This is carried out in the same 
manner as in 2. The heating of the solution is 100°C for 5 minutes. 
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The colour-reaction of anthropo-desoxycholie acid is violet as shown 
m Lig. 3: 


Fig. 3. 


1.0 mg authropo-desoxycholic acid, 10 mm cuvette. 
E 
0.4 
0.2 


Filter,S. 43 47 50 93. 57 61 


Specificity of the reaction. (Table IV). 


TABLE IV. 

Anthropo-desoxyeholic acid ...-................... violet. - 
EibyO-C ESO xy. CHOIG cvCLC meet = ee ae ne eee eee violet. 
GANGS SAVING Dk = RRM RnR Ree Pa a ie Ae ee Be amber. 
Wesoxy cholerae wenn. s las aI ao eee, ee ne eae yellow. 
Dehydrocholic acid ............2..-.-..- Se Pre De yellow. 
PNINY-SLC OG IEEn ys nie a eee ee rare eee em ene a Sh ee yellow. 
Gholesterobeaueetan tates Seer es ee ee ela ere ANG Violet: 
Blane ea teederee RR DON Gia ng Le ee RE colourless. 


IV. Test with salicyl-aldehyde and sulfric acid. 


Reagents. -1. Pure salicyl-aldehyde. ~ 
2. 75% sulfric acid. 

eM ode of colour development. Put a small quantity of the 
test material in a test tube, add 2 ec. of 75% sulfrie acid and one 
drop of salicyl-aldehyde and heat the solution in a water bath at 
50°C for 10 minutes. Then cool the test tube in running water 
for about 1 minute, and add 5ce. of glacial acetic acid. Examine 
the result’ 10 minutes later. The colour reaction of anthropo- 
desoxycholic acid is a pretty reddish purple shown in Fig. 4 as 
an extinction curve. 
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Fig. 4. 


1.0 mg anthropo-desoxychole acid, 10 mm cuvette. 


j 


" 


-_ 
* 


0.1 


Filter,S. 43 47 50 53 o7 61 (PY 


Specticity of the reaction. (Table V). 


TABLE V. 
Anthropo-desoxy cholic aculer =p eens reddish purple. 
Hyo-desoxycholic acid wc es nah oe ee a reddish purple. 
Gholie:acidhs 7 o.2% atic te ee yellow. 
Desomycholic-acites..es aera aCe eee eae grass green. 
Dehydrocholrcracidl ee eisna tse eee faintly purple. 
Amyl-aleohol ...... PE ca eee Ae heb) violet. 
Cholesterol a... 2 Sere 1 Sane eee weak reddish purple. 


Blane APs ass doy oe te ee ee faintly purple. 


V. Test with salicyl-aldehyde and phosphoric acid. 


Reagents. 1. Pure salieyl aldehyde. 
2. Phosphoric acid. Ordinary commercial (90%). 
Mode of colour development. Same as 4. The heating in this 
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. ae EX tO - 4 
case is 50°C, 10 minutes. The colour curve of authropo-desoxy- 
cholic acid is showed in Fig. 5. 


Fig. 5. 
1.0 mg anthropo-desoxycholic acid, Pulfrich’s photometer, 
10 mm cuvette. 


Filter,S) 43° 47 50°53 57 -61 


Specificity of the reaction. (Table VI). 
TABLE VI. 


AMtnTOp O-desoxy Chole acid, ae aes ye eee ae eee violet. 


Eyo-desoxvcholicacidmas sn. tate as Pes Se «oo Seee ee 
CHOU CIA CIA ates oie Peeled eee Pan part Sa eae yellow. 


violet. 


Desoxycholic acid ...... eh ce A get he nce Rn Sone yellow 
Meh dnocholc acide. asc e ai ete ech tee easels, = honey yellow 
colourless. 


BSL EPS a Scie ede Ne sal PA Mie Mahe Dan REE 0 aE nm Rp ae taeda 


B. APPLICATION OF THE TEST METHODS TO THE QUANTITATIVE 
DETERMINATION OF ANTHROPO-DESOXYCHOLIC ACID. 


The author has outlined in the previous article a series of test 
methods, by which anthropo-desoxycholie acid reveals a different 
colour reaction from other bile acids. As each .of these test 
methods, especially the p-dimethylamino-benzaldehyde test, gives 
a specific colour reaction to anthropo-desoxycholie acid, it is easily 
seen that these test methods are applicable to the qualitative differ- 
entiation of the acid from other bile acids. It is simultaneously 
noted that the colour strength of the reaction of anthropo-desoxy- 


cholie acid in these test methods is in direct proportion to the 


amount of the acid. As an example, Figure 6 is demonstrated as 


showing that anthropo-desoxycholic acid is colorimetrically refound 
by Beer’s law in p-dimethylamino-benzaldehyde test. 


50 en Ge oabac 


Found. 


Added. 


This fact indicates that the test method is also applicable to 
the quantitative estimation of the acid, i.e., the latter can be deter- 
mined by simple colorimetry, in which the colour strength of the 
reaction of the pure acid of known quantity, is taken as the 
standard. : : 

This relation is, however, very different when other bile acids 
(cholic or desoxycholic acid) coexist with anthropo-desoxycholie 
acid. The colour reaction of anthropo-desoxycholie acid is 
highly interfered with by those of other bile acids, especially of 


TasBLE VII. 


Added Found 
Errors 
Anthropo-desoxycholie Cholie Anthropo-desoxycholic % 
1.0 mg 1.0m¢g 1.0mg¢ 0 
1.0 2.0 as 0 
B16 3.0 1.0 0 
1.0 4.0 1.0 0 
1.0 5.0 1.0 0 
Desoxy- 
cholie 

1.0 10s 1.25 25 
1.0 2.0 1.43 43 
1.0 3.0 1.60 60 
1.0 is 4.0 1.76 76 


1.0 5.0 gO oF 
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desoxycholie acid. . Practically stated, this contamination of the 
colour reaction of anthropo-desoxycholic acid is the least in the 
ease of the p-dimethylamino-benzaldehyde test; but even in this 
ease, the coexistence of desoxycholic acid results, more or less, in 
significant errors, In estimating the value of anthropo-desoxy- 
cholic acid. The influence of desoxychoile acid and cholic acid 
on the value of anthropo-desoxycholic acid was studied as follows 
(Table VII). 

This table shows that cholic acid does not influence the value 
of anthropo-desoxychohe acid, in spite of the colour-contamination 
of the latter; but on the other hand, desoxycholic acid makes an 
error of about 25% in the value of anthropo-desoxycholie acid, 
even when the former is added in the same quantity as the latter. 

Concerning this result, the author can not claim the methods 
are satisfactory, but simultaneously it must be emphasized here that 
there has been as yet no better method for determination of the 
acid. : 

As noted above, Ohyama (1939) recently reported on the 
Benzaldehyde-test, which is based on the “delayed reaction” of 


Taste VIII. 
Added Found iovaes 

oO 

Anthropo-desoxycholic | Cholic Anthropo-desoxycholic ih 
1.0mg 0.25 mg 1.094 mg 9.4 

1.0 0.5 1.189 18.9 

1.0 0.75 258 , 25.8 

1.0 1.0 1.436 43.6 

1.0 1.5 1.584 58.4 

“| Desoxy- 
| cholic 

= 1.0 0.25 1.152 15.2 
1.0 0.5 1.307 30.7 

1.0 0.75 1.407 40.7 

1.0 1.0 "1.594 59.4 

1.0 1.5 1.841 84.1 


(Ohyama), 
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~" anthropo-desoxycholic acid to benzaldehyde and sulfrie acid 
(Kaziro, Shimada and Saba), but the error of the determined 
value of anthropo-desoxycholic acid by his method by the co- 
existence of cholic or desoxycholic acid is apparently greater than 
by my niethods. (Table VIII). — 

In any case, these test methods are more safely applied in the 
determination of anthropo-desoxycholic acid, when the main part 
of the cholic or desoxycholic acid is removed from the test material. 
On this principle, the test methods are most accurately applicable 
to the bile in which anthropo-desoxycholic acid predominates, Le., 
fowl bile or some human biles, are the most favourable for analysis 
by these methods. 

An example showing the application of the p-dimethylamino-. 
benzaldehyde test to estimate the anthropo- eg Bi acid in 
human bile, is demonstrated in the following chart. The found 
amount of the acid is compared with the calculated rate from the- 
total sum of whole bile acids (cholic, desexychohe and anthropo- 
desoxycholic acid) determined by means of the Vanilline-phos- 
phoric acid method of Abe (1937) and by Shimada’s furfural 
method. 


ANALYSIS. 
Material: Bile from Y.N. male, 63 yrs. old, operated on for gall caleuli.. 
Before colorimetry, the specimen was shaken with petroleum-ether to remove- 


neutral fat and cholesterol. 


= = — 


Estimated bile acid in/ce Bile. Found amounts 
Cholieracid ¢S Nimiadiats: furtarals method) seinen 2.15 mg 
Desoxycholic acid @Benzaldehyde method) =....-...-2...050. 00 = not found. 
Anthropo-desoxycholie acid 

(p-dimethylaminobenzaldehyde method) ..... en es eee 8.0 mg 


Cholice + desoxycholic+anthropo. (Abe’s method) * ; 


* The vanilline method was first deseribd by Abe as a determination 
method of the total amount of cholic and desoxycholic acid, but it was 
recently remarked by Nagaki (1939), that the value of this minted represents. 
the sum of cholic, desoxycholie and anthropo-desoxycholie acid, 
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As is well known, Wieland and Reverey (1924) found 
that the ratio of the amount of cholic, desoxycholic, and anthropo- 
desoxychohe acid is about 3:1:1 in human bile. But anthropo- 
desoxycholic acid is often found to predominate in human bile 
acids, as was recently reported by Nagaki and Ohyama (1939). 
The above analysis corresponds to the former findings of these 
authors, showing that anthropo-desoxycholic acid exists apparently 
m greater quantity than cholic or desoxycholic¢ acid in this analyzed 


bile. 


SUMMARY. 


1. A series of test methods by which anthropo-desoxycholie 
acid reveals a specific colour reaction from other bile acids was 
described. 

2. The applicable limits of these test methods to the qualitive 
and quantitative determination of anthropo-desoxycholic acid were 
studied. 
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-The Roman letters show the number of our works on the colour reaction 
of bile acids, and this paper corresponds to the J1th report on this 
subject. 
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UBER DIE MIKROBESTIMMUNGSMETHODE VON 
LIPOID-AMINO-N IM BLUT DES HUNDES. 


VON 


SEKISEN KAN. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Kumamoto Med. Fakultat. 
Vorstand: Prof. Dr. S. Kato.) 


(Eingegangen am 18. Oktober 1939.) 


Die Van Slyke’sche Methode, eine bisher zur Amino-N- 
Bestimmung am meisten gebriuchliche Methode, ergibt beim 
Blindversuch jedesmal 0,2-0,3cem Gas, was alles freilich zur 
Mikrobestimmung ungeeignet ist. Nakashima (1932) konstru- 
ierte also einen Apparat, eine Modifizierung der Van Sly ke’schen 
Methode (Fig. 1), und konnte an verschiedenen Aminosiiure- 
Losungen eine geringe Menge von Amino-N mit gutem Erfolg 
bestimmen. Die durch seine Methode gewonnene N-Menge betrigt 
im Vergleich mit derjenigen, die durch die Kjeldahl’sche Methode 
gewonnen wird, durehschnittlich um 1,0% mehr.~ 


Die kurze Darstellung dieser Methode folgt hier in grossen Ausziigen: 
man giesst zuerst das Versuchsobjekt in einen Reaktionskolben, fiihrt die Luft 
dureh Zuleitung von CO: ab, zersetzt Aminosiiure durch Einwirkung des eben- 
falls durch CO, entliifteten Reagens, Eisessigsiiure und Sodiumnitritlosung, 
lisst No und Coz, im isolierten Stickstoffgas vermischt, in die alkalische 
Permanganatlésung resorbiéren und versetzt. das zuriickgelassene Stickstoff- 
gas in das Eudiometer, um seine Menge zu bestimmen, woraus man die Menge 
von Amino-N rechnerisch ermittelt. 

Dann méchte ich die Handhabung dieses Apparates ausziigsweise dar- 
stellen. Man tut 1.0cem Aminosiiure-Lésung in t hinein, liisst sie in den 
Reaktionskoibern r einfliessen, wiischt t mit 1 ccm HEisessigsiure und 2 eem 
Wasser, liisst es auch zusammen in den Reaktionskolben hineinfliessen, fiillt 
t mit 2ccm Sodiumnitritlésung, leitet in t und r Kohlensiiuregas 1 Minute 
lang, um die in Reagens und Versuchsobjekten enthaltene Luft hinaus- 
zutreiben, vermischt Sodiumnitritldsung in t mit Versuchsobjekten unter 
Zufliessung in den Reaktionskolben, schiittelt nach 3 minutigem Aufenthalt 
1 Minute lang stark, leitet das daraus entstandene Gas in eine alkalische 
Permanganatliésung enthaltende Resorptionskugel, fiihrt nach 1 minutigeni 


{ 
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1s Budiometer zuriick, misst das Volumen des Stick- 


stoffgases sch 
die Menge von Amino-N. Als Reagenzien braucht man 1) Hisessigsaure, 2) 
30 g/dl Sodiumnitritlosung, 3) 20% Salzsiiure, 4) Marmor (den man in 
fingerkuppengrosse Stiicke schlagt, im Wasser 1-2 Stunden lang kocht, um 
uft méglichst zu beseitigen und bewahrt im Wasser 


SchiitteIn wieder in di: 
ab und ermittelt aus Lufttemperatur und Luftdruck rechneri 


die darin enthaltene L 
auf), 5) Lésung von 50g KMnO, und 25 g KOH in 1000 ccm Wasser. 


Takata (1936) konnte bei seiner Untersuchung tiber “Umsatz 
der Fettstoffe in dem Nervengewebe der Taube bei der B-Avi- 
taminose”” die Menge von Lipoid-NH2-N im Gewebe bestimmen. 

Bei meiner Untersuchung iiber den Umsatz des Phosphatides 
(Kan, 1940: “Einfliisse der Injektion des hamolysierten Blutes auf 
Phosphatide im Blut der Vena lienalis und der peripheren Blut- 
erie) konnte ich durch die Lipoid-NH»2-N Bestimmungsmethode 
lie Takata({J936) als Anwendung der Nakashima’schen Methodd 
(1932) benutzte, die Menge von Lipoid-NH»-N im Blut des Hundes | 
bestimmen. Namlich man extrahiert 2,0 cem Vollblut der Arteria 
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femoralis des Hundes, das vor Gerinnung durch Kalitumoxalat 
geschiitat ist, vermischt nnit 40 eem Alkohol und Ather von eleichen 
Teilen, filtriert es in dem Mikrokjeldahlkolben, verdampft es unter 
Minderdruck, lost den Riickstand in Reinither, filtriert ihn durch 
Asbestfilter ins Sedimemtrohr, verdampft den Ather auf dem 
Wasserbad, fitigt zum Riiickstand 0,5 cem Alkohol, lést ihn durch 
Erwarmung, bereitet dumch Zufiigung von 2 ecm warmem Wasser 
die Emulsion und verdampft sie auf 1 ecm, um den Alkohol voll- 
standig auszutreiben. Mlan tut leem dieses Versuchsobjektes in 
den Reaktionskolben (r in Fig. 1) mit lecm Hisessigsiiure und 
20 gtt. Amylalkohol (ca. @,4 cem, zwecks Herabsetzung der Schaum- 
bildung) hinein, tut in t (Fig. 1) 2eem von 30% Sodiumnitrit- 
losung hinein, leitet einzeln in t und r Kohlensiiuregas 1 Minute 
lang, lasst die Sodiumnitritlosung aus t in den Reaktionskolben 
zufliessen, schiittelt den Kolben nach Vermischung mit dem Ver- 
suchsobjekt 5 Minuten lang und schiitteit die Resorptionskugel 
3 Minuten lang. 

Nun kommt die Frage, wieviel cem Vollblut dabei am 
geeignetsten ist. Da Takata (1936) mit 1,0 cem Blut die Bestim- 
mung nicht ausfiihren konnte, so versuchte ich die Bestinmung, 
wie Tabelle I zeigt, mit 1,0, 2,0 und 3,0 cem desselben Blutes. Beim 
Gebrauch von 1,0cem war das Volumen des Stickstoffgases allzu 
gering. Da ich erkannte, dass man nach der Ergebnissen beim 
Gebrauch von 2,0cem umd 3,0cem mit 2,0 ecm Blut schon sicher 
genug bestimmen kann, so bestimmte ich, 2,0 eem Blut gebrauchend, 
den Lipoid-NH»2-N in demselben. (Tabelle Ia). 

Zunichst priifte ich, ol» die Schiittelungsdauer im Reaktionskolben mit 

5 Minuten genug ist, indem ich bei Kaninchenblut 2,0 cem und 3,0 cem je 


um 5— und 8 Minuten lang: schiittelte. Nach diesen Ergebnissen war die 
Schiittelungsdauer fiir je 2,0 eem und 3,0cem mit 5 Minuten genug. (Tab. 


ib): 

Dann bestimmte ich nach der Methode NH2-N in Glykokoll 
(das man bei 97°C 4 Stunden lang trocknet, bis sein Gewicht 
stabiliert ist), und priifte NH»-N in Glykokolllésung unter Zuset- 
zune der Vollblutfettstoffemulsion des Hundes mit bekannter 
Menge von NH.-N und gelangte zu Ergebnissen wie in Tabelle IL 
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TABELLE I a. 


Gasmenge “s 
i B ——___—_—_—————  Amino- 5 
Hund- | Blutmenge Blind- Stickstoff |Temperatur| = 
ING eem seventh Gefunden ot & 
ecm = 
ecm 4 
17(9) J 0,03 0,055 0,0139 aoe 
3 2 ae 0,08 0,0278 ” 
9 il 0,025 0,05 0,0143 21° 
” 2 ” 0,075 0,0282 235 Fe 
» 3 ” 0,105 0,045] ” a 
18(3) 1 ” 0,055 0,0169 ” <— 
” 2 ” 0.09 0,0366 ” 
» 3 ” 0,10 0,0423 2 
19(6) if ” 0,065 0,0223 24° 
” 3 ” 0,130 0,0586 ” 
TABELLE Ib. 
Zeitdauer Gasmenge Ana 3 
Blutmenge der any ekstoff 5 
ecm in Schiittelung ees Gefunden sree ae, 
Min partidos ecm g Ss 
pare ecm aa) 
3 5 0,03 0,23 0,1130 ° 
. 3 8 ” ” a a 4 
prea 5 ” 0,16 0,0735 F-) 
2 8 ” ” oo 
{ 
angeeeben. 


Zunachst zeige ich in Tabelle III Ergebnisse in 10 Fallen 
normaler Hunde. Nach diesen Resultates ist der héchste Wert des 
Lipoid-NH»-N 2,26 mg/dl, der niedrigste 0,70 mg/dl, durchsehnitt- 
lich 1,60 mg/dl. Zugleich wurde die Menge des Lipoid-Phosphors 
in 5 Fallen darunter bestimmt, die hier gezeigt ist. 

Wie obige experimentelle Ergebnisse zeigten, konnte ich mittels 
der Takata’schen Lipoid-NH2-N-Methode (1936), einer Modi- 
fizierung der Nakashima’schen Mikrobestimmungsmethode 
(1932), eine geringe Menge von Lipoid-Amino-N im Blut des 
Hundes auf, einfache Weise schnell und genau bestimmen. ‘ 
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TABELLE II. 
Amino- Gasmenge | oe 
: ‘ Stickstoff u ine OTLCKSTO 
Materi LICKS > P $ 
Material (berechnet) ec |Gefunden| (gefunden) 
mg wei com mg | Y . 
i = es ; 2 
Glykokoll 0,1885 mg 0,035 0,03 0,09 0,034 fae Mae 
i) 
» ” ” ” »” ” re 
Hund (A) Vollblut a e = 
2,0 cem ” 0,1 0,052 o 
Hund (A) Vollblut Se rt = 
2,0 ecm + Glykokoll eee s 0,17 0080 | 92 | 3 
0,1885 ee ; 
Oo 
Hund (B) Vollblut ~ EF at 
2,0 eem 0,07 0,023 3 
Hund (B) Vollblut a 
2,0 eem + Glykokoll: oe ” 0,12 0,052 90 
0,1885- . aca 
TABELLE III. 
Korper- Amino- Lipoid- 
Versuch cee | gew. Stickstoff Phosphor 
ire Kg mg mg 
1 17°C) 9,2 0,0278 
2 184Ga> 9,0 0,0366 
3 19 (3) 6,8 0,0446 
4 20 (2) 8,1 0,0334 
5 47 (2) 5,0 0,0224 
6 48 (2) 6,0 0,0252 0,1826 
7 5 (3) 4,4 0,0140 0,1636 
8 52 (2) 6,4 0,036S8 0,1912 
9 53 (2) 5,9 0,0340 0,1966 
10 as (G5) 6,9 0,0452 0,1874 
1.60 


Lipoid-NH:N im Vollblut d. norm. Hundes (mg/dl) 
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UNTERSUCHUNG UBER DEN PHOSPHATIDUMSATZ. 


Einfliisse der Injektion des himolysierten Blutes auf 
Phosphatide im Blut der Vena lienalis und der 
peripheren Blutgefiisse. 


, VON 


SEKISEN KAN, 


(Aus dem Biochemischen Institut der Kumamoto Med. Falzultit. 
o Vorstand: Prof. Dr. S. Kato.) 


(Eingegangen am 18. Oktober 1939.) 


In zwei vorhergehenden Mitteilungen [Kan (1938/1939) ] 
habe ich festgestellt, dass bei normalen Hunden die intravendése 
Injektion des himolysierten Blutes eine bedeutende Vermehrung 
des Lipoid-P im Vollblut, aber bei entmilzten Hunden eine 
Verminderung desselben hervorruft, und dass. die Injektion des 
Hamoglobins, eines Bestandteils vom himolysierten Blut, ebenfalls 
eine Vermehrung des Lipoid-P im Vollblut hervorruft wie die In- 
jektion des himolysierten Blutes selbst, woraus ich folgerte, dass 
zwischen Hamoglobinumsatz und Phosphatidumsatz in der Milz 
ein wesentlicher Zusammenhang bestehen muss. 

Nun habe ich aber die Absicht, zu untersuchen, ob die 
Vermehrung des Lipoid-P im Blut vom direkten Einfluss der 
Milz herstammt, indem ich normalen Hunden in die Arteria lenalis 
hiimolysiertes Blut injiziere, dann das Blut aus der Vena lienalis 
entnehme und den Lipoid-P im Vollblut bestimme, und zu priifen, 
auf welcher Substanz die durch Injektion des hamolysierten Blutes 
hervorgerufene Vermehrung des Blutphosphatides beruht, indem 
ich in die Ohrvene des Hundes himolysiertes Blut injiziere, dann 
das Blut der Femoralarterie entnehme und die Menge des Lipoid-N 
und Lipoid-NH2-N im Vollblut bestimme. 


EXPERIMENT. 


I. Versuchsmethode. 
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Die Herstellung des hiimolysierten Blutes wird folgender- 
massen vorgenommen : man stellt aus dem aus A. femoralis entnom- 
menen Blut eines normalen Hundes Zitratplasma her, isoliert die 
Blutkérperchen, wiischt diese 3 mal mit physiologischer Kochsalz- 
lisung, fiigt doppelt so viel Wasser wie die Blutkorperchenmenge 
hinzu, um das Blut zu himolysieren, und fiigt dann Kochsalz in 
Mengen von 0,85% hinzu. 

Zur Priifung des Phosphors im Vollblutlipoid entnimmt man 
das Blut aus der Arteria femoralis vor der Injektion, 30 Minuten, 
anderthalb Stunden, 3, 5, 7, 24, 48 Stunden nach der Injektion, 
tut je 2.5cem davon in ein Spitzglas mit 2 gtt von 25% Kaliun- 
oxalat hinein, bestimmt den Phosphor aus 1,0cem Blut zweimal 
und bestimmt den Durchschnittswert. Zur gleichzeitigen Priifung 
des Lipoidphosphors, Lipoid-N und Lipoid-Amino-N im Vollblut 
entnimmt man aus der Arteria femoralis vor der Injektion, 3, 5, 
7, 24, 48 Stunden nach der Injektion jedesmal 5,5 ecem Blut und 
benuizt 2,0cem davon fiir Lipoidphosphor, 1,0 cem fiir Lipoid-N 
und 2,0ecm fiir ,Lipoid-Amino-N zur Bestimmung dieser Sub- 
stanzen. é 

Die Bestimmung des Lipoidphosphors im Blut wird, wie in 
dem vorigen Versuch, nach Takata’scher Methode (1936) vor- 
genommen. 

Zur Bestimmung des Lipoid-N extrahiert man 1,0cem Blut 
mit einem Gemisch von je 10 cem Alkohol und Ather, filtriert und 
verdampft es unter Niederdruck, lost den Riickstand in Reinither, 
filtriert in. den Mikrokjeldahlkolben, verdampft wieder unter 
Niederdruck und bestimmt den Stickstoff des Riickstands nach 
Microkjeldahl’scher Methode. 

Die Bestimmung des Lipoid-Amino-N wird nach Takata’scher 
Methode (1936), welche die Nakashimaschen Mikrobestimmungs- 
methode des Amino-N (1932) anwendete, vorgenommen. Die Be- 
handlung wurde schon in meiner vorigen Mitteilung (Kan, 1940) 
genau erwahnt, so méchte ich hier nur in kurzen Ziigen dariiber 
berichten. Man extrahiert 2,0cem Vollblut mit einem Gemisch 
von je 20cem Alkohol und Ather, verdampft es nach Filtration |} 
unter Niederdruck, lést den Riickstand in Reinather, verdampft 


? 
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den Ather nach Filtration, fiigt dem Riickstand 0,5 cem Alkohol 
hinzu, stellt die Emulsion durch Hinzufiigen von Wasser her, 
verdampft sie auf 1 ecm, um den Alkohol vollstandig zu vertreiben, 
und bestimmt darin das NH2-N-Gas mittels des Nakashima’schen 
Apparates. 

Als Versuchstiere benutzt man mittelgrosse oder kleine normale . 
Hunde. Das hamolysierte Blut wird dem Tiere in Vena auricularis 
injiziert. 


IT. Inpoid-P im Vollblut von Vena licnalis und Arteria 
femoralis im Falle, dass man dem normalen Hunde 
das himolysierte Blut in Arteria lienalis injiziert. 
Man injiziert den Tieren das himolysierten Blut (3 fach 
verdtinnter Lésung der Blutkérperchen) in Arteria lienalis (bei 
Hund Nr. 85 13cem, bei Hund Nr. 86 und 87 15 cem), verniht 


die Bauchwand nur vorliufie, 6ffnet die Bauchhéhle wieder nach 


8, 
5 Stunden, entnimmt das Blut aus Vena Henalis und zugleich auch 
aus Arteria femoralis. Das vorige Experiment beschrinkte sich 
nur auf das Blut der Arteria femoralis [Kan (1938)]. Tabelle I 
lasst erkennen, dass sich das Lipoid-P im Vollblut von Vena lienalis 
und Arteria femoralis dabei vermehrt, und dass Vena lienalis einen 


hodheren Prozentsatz der Vermehrung zeigt als Arteria femoralis. 


TABELLE I. 


- Vor d. Injekt. ®) St. nach d. Injekt. 
es Arteria | Vena Arteria | Vermeh- Vena | Vermeh- 
ans femoralis | lienalis femoralis | rungs- lienalis rungs- 
mg/dl mg/dl mg/dl prozent | mg/dl_ | prozent 
85( 2 ) 8,09 6,80 9,29 _ 14,6 8,61 21,4 
86(2 ) 6,21 6,2 6,59 6,1 6,64 | 8,6 
87(2) 5,99 5,67 6,05 | 0,6 7,24 | 34,3 


III. Vergleichung des Lipoidphosphors zwischen Vena lienalis 
und Arteria femoralis bei normalen Hunden. 

Um die Differenz der Lipoidphosphorsmenge zwischen dem 

‘Blut von Vena lienalis und dem yon Arteria femoralis festzustellen, 
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habe ich in 7 Fallen die Priifung vorgenommen. Tabelle II lasst 
erkennen, dass das Lipoidphosphor im Blut von Arteria femoralis 
nur von wenig grésserer Menge ist als im Blut von Vena lenalis. 


4 
] 


TABELLE II. 


Versuche | Arteria Vena 
bei femoralis lienalis 2 
7 Hunden mg/dl mg/dl 
5,21 5,08 
8,09 6,80 
3 8,75 i 8,64 
4 7,64 7,64 
5 (fale 7,56 
Gu: 6,21 6,21 
i 5,99 5,67 
Mittel-Wert | 7,00 6,80 


IV. Einfluss der Injektion des himolysierten Blutes auf 
Lipoidphosphor, Lipoid-N und Lipoid-Amino-N 
im Vollblut ber normalen Hunden. 

Die intravendse Injektion von 5,0 cem der 8 fach verdiinnten 
Loésung der Blutkérperchen pro kg Koérpergewicht bei normalen 
Hunden ruft eine bedeutende Vermehrung des Lipoid-P hervor. 
Aber dann entsteht die Frage, welcher Substanz diese Vermehrunge 
entnommen ist. So habe ich in 3 Experimentfiallen ausser Lipoid-P 
auch noch Lipoid-N und Lipoid-NH2-N gepriift. Tabelle IIT lasst 
erkennen, das Lipoid-P im Vollblut sich vermehrt nach Injektion 
des himolysiertren Blutes und der héchste Prozentsatz der Ver- 
mehrung beim Hunde Nr. 65 11,2%, beim Hunde Nr. 66 183% 
und beim Hunde Nr. 67 32,8% betriigt, der Mittelwert aus 3 Fallen 
20,8%. Diese Vermehrung fiihrt freilich auch die Vermehrung 
von Lipoid-N herbei, so betrigt der héchste Prozentsatz der 
Vermehrung von Lipoid-N beim Hunde Nr. 65 34,1%, beim Hunde 
Nr. 66 54,0% und beim Ilunde Nr. 67 18,7%, der Mittelwert aus 
3 Fallen naimlich 35,6(¢. Die Vermehrung von Lipoid-N liefert 
eine Kurve, die identisch ist der von Lipoid-P. Lipoid-Amino-N _ 
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vermehrt sich in 2 Experimentfallen nach Injektion des himoly- 
sierten Blutes, und der héchste Prozentsatz der Vermehrung 
betragt bemm Hunde Nr. 65 24,6%, beim Hunde Nr. 66 66,3%, 
durchschnittlich 45,5%. Das Verhiltnis von Lipoid-Amino-N zu 
Lipoid-N steigert sich. 


TABELLE IIT. 


| Maximale 


Nach d. Injektion Vermehrung 


z ec! Arten d.| Vor. d. aA: 
5 St. | 7 St.| 24 St.) 48 St.]72 St.| Zeit | Pro- 


g 
Hund-} 5 
Hi 
S 
y 


Nr. [:9 & Lipoid | Injekt. 
<i mg/dijimg/d'Img/dl mg/dljmg/dl dabei | zent 
Lipoid- if tsi. 
Pp 8,94 7,83 | 9,94 | 9,94 | 9,66 24 gt.| 12 
Mapoid’ | 467. | 17-1 119.0) j224 |20.8 24 St.} 341 
65(3) 7,0 Tx s 4 ~ 
> poid- 5 St. 
NHN | 118. | 147 | 147 | 1,46 | 1,46 mes 
NHN | 7,1 56 bai Gon Tene 
| N 100 100 | 100 | 100 | 100 
Lipoid! 5,01 | 6,30 | 626 | 6,62 | 6,70| 6,09 |72 St.| 18,3 
' Lipoid- = F ; . = 
lone 12,6 {12,3 |14,2 |15,7 [18,2 {19,4 |72 St.} 54,0 
66(8)| 5,7 i : : 
- ipoid- - 48 St. 
NHN | 275 | 175 | 2,83) 2,04 | 2,91 2,91 |7> a, | 663 
| NHe-N | 13,9 14,2 |16,4 |13,0 |16,0 | 15,0 
brcaN, ¢)) 100 100 | 100 | 100 | 100 | 100 
| eee ds 4,75 | 5,02 | 5,67 | 6,31 | 5,67 | 5,78 | 24 St.| 32,8 
67(92)| 5,4 ae 
taal 99,5 |23,7 |26,7 [23,1 [22,0 |24,6 | 7 St.| 18,7 


ZUSAMMENFASSUNG. 


Die Ergebnissen sind folgendermassen zusammenzufassen : 

1. Dass bei normalen Hunden die Injektion des haimolysierten 
Blutes in Arteria lienalis 5 Stunden spiiter die Vermehrung von 
Lipoid-P im Blut der Vena lienalis und Arteria femoralis und eine 
noch hohere Vermehrung desselben im Blut der Vena lienalis 


hervorruft. 
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2. Dass bei normalen Hunden der Lipoid-P im Vollblut der 
Arteria femoralis nur von wenig grésserer Menge ist als im Blut 
der Vena lienalis, im Gegensatz zum Resultat bei der Injektion 
des hiimolysierten Blutes in Arteria lienalis. 

3. Dass bei normalen Hunden die interavendse Injektion von 
5,0 cem des hiimolysierten’ Blutes, der 3 fach verdiinnten Lésung 
der Blutkérperchen, die Vermehrung von Lipoid-P, Lipoid-N und 
Lipoid-NH2-N hervorruft, und dass der hochste Prozentsatz der 
Vermehrung bei Lipoid-P aus 3 Fallen durechschnittlich 20,8%, 
bei Lipoid-N aus 3 Fallen durchsehnittlich 35,6% und bei Lipoid- 
NH.-N aus 2 Fallen durchschnittlich 45,5% betragt. 

Wie oben kurz erwahnt, habe ich in meinen zwei vorhergehen- 
den Mitteilungen [Kan (1938/1939)] schon folgende Resultate 
berichtet, dass bei normalen Hunden die intravendse Injektion von 
5,0 cem der 3 fach verdiinnten Lésung der Blutkérperchen pro kg 
Korpergewicht eine bedeutende Vermehrung des Lipoid-P im 
Vollblut hervorruft, ein Vorgang, der sich bei normalen Hunden 
durch Injektion von destilliertem Wasser oder Kollargollésung 
herbeifiihren lasst, dass bei entmilzten Hunden die Injektion des 
hamolysierten Blutes zwar anfangs eine leichte Vermehrung des 
Lipoid-P, aber darauf eine Verminderung auf einen niedrigeren 
Wert als denselben direkt vor der Injektion verursacht, und dass 
bei Hunden mit dem durch Tuschesuspension oder Thorotrast 
blockierten reticuloendothelialen System die Injektion des hiaimoly- 
sierten Blutes entweder fast keinen Hinfluss auf den Lipoid-P 
macht, oder eine leichte Vermehrung verursacht, wahrend nach 
Zerlegung des himolysierten Blutes in Himoglobin und Fettstoff 
die Injektion der Fettstoffemulsion anfangs eine leichte Ver- 
mehrung und darauf eine Verminderung des Lipoid-Phosphors 
hervorruft, im Gegensatz zur Injektion des Himoglobins, die die 
Vermehrung des Lipoid-P verursacht, deren Kurve aber eine 
Identitat zeigt mit der bei der Injektion des himolysierten Blutes 
selbst, was mich zu dem Schluss gefiihrt hat, dass beim Verfahren 
des Himoglobins im reticuloendothelialen System, besonders in 
der Milz, sich der Lipoid-P vermehrt. 


Aus den Ergebnissen des vorliegenden Experimentes ersieht 
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‘ 
man, dass die direkte Injektion des himolysierten Blutes in Arteria 
lienalis 5 Stunden spiiter eine bedeutende Vermehrung des Lipoid-P 
im Blut der Vena Jienalis hervorruft, dass auch zugleich sich 
Lipoid-N und Lipoid-NH»-N nach der Injektion des himolysierten 
Blutes vermehren, was als Beweis dafiir dient, dass sich das 
Kephalin im Blut dabei vermehrt, und dass also ein klares Licht 
auf den Zusammenhang zwischen Hamoglobinumsatz und Phos- 
phatidumsatz im reticulwendothelialen System, besonders in der 
Milz, gegeben worden ist. 
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BEITRAG ZUR KENNTNIS DER 
SPEICHELAMYLASE. 


J. Mitteilung: Uber diie Globulinnatur der Speichelamylase. 


Von 


HTDEO NINOMIYA. 


(Aus dem Med.-Chem. Institut (Direktor: Prof. Dr. K. Kodam a) und der 
III, Med. Klinik (Direktor: Prof. Dr. N. Onodera) der Kaiserl. 
Kytsyi-Umiversitat zu Hukuoka, Japan.) 


(Eingegangen am 23. Oktober 1939.) 


Uber die chemische Natur der Amylasen gehen die Meinungen 
der verschiedenen Autoren noch auseinander, und zwar liegt die 
Hauptfrage der Erkenmtnis von deren Eiweissnatur darin, wie 
die Verhaltnisse in ancleren Fermenten liegen. Wroblewsky 
erkannte 1898 die Hiweissnatur der Amylasen dadurch, dass die 
Amylasen dureh Pepsin leicht, aber nicht dureh Trypsin zerstért 
wurden. Pozerski (1902), und Terroine und Weil (1912) 
ermittelten gleichfalls dae Eiweissnatur derselben auf der Basis, 
dass die Amylasen dureh Trypsin leicht zerstért worden sind. 
Pribram (1912) zeigte den hohen Polypeptidengehalt der 
gereinigten Malzamylase und Sherman (1916) die deutliche 
Eiweissfillungs- und Eiweissfarbreaktion der gereinigten Takadi- 
astase. Nach Biedermann (1922) sind verschiedene Amylasen, 
besonders Speichelamyliase, komplizierte aus’ Albumosen und 
anorganischen Salzen tbestehende Verbindungen. Myrbacks 
Inaktivierungsversuch (1926) liess die Speichelamylase als 
Ampholyt erkennen. Caldwell, Bocher und Sherman (1931) 
gewannen Pankreasamyllase als krystallisiertes Hiweiss. Neuer- 
dings beobachteten Tauber und Kleiner (1934) die Verdauung 
der Speichelamylase dumch Trypsin und Papain. 

Im Gegensatz dazu erkannten Willstatter, W aldschmidt- 
Leitz und Hesse (192%) nicht die Hiweissnatur der gereinigten 
Pankreasamylase an; aueh Frieke und Kaja (1924) lehnten die 
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Hiweissnatur der Malzamylase ab, weil sie diese Amylase durch 
Trypsin nicht zerstéren und ihr den grossten Teil yon Eiweiss 
durch Reinigung entzichen konnten. Kato (1928) widerlegte 
die Eiwcissnatur der Speichelamylase durch deren Unzerstorbarkeit 
durch Proteasen. Waldsehmidt-Leitz und Reichel (1931) 
verneinen die Eiweissuatur der Pankreasamylase, und Itoh (1937) 
ersah, dass die aus Aspergillus oryzae hergestellte und gereinigte 
Amylase nur schwache Eiweissreaktion, aber starke Molischsche 
Reaktion zeigte; er vermutete daher die Unabhangigkeit der 
Amylase von Hiweiss, und glaubte, ihr Wesen aller Wahrscheinlich- 
keit nach im Kohlenhydrat suchen zu diirfen. Akabori und 
Okahara (1936) lehnen die LEiweissnatur der gereinigten 
Takadiastase ab. Ich habe also tiber die Beziehungen zwischen der 
Aktivitiit des Ptyalins und den physicochemischen Eigenschaften 
studiert und komme zu dem Schluss, dass die Speichelamylase eine 
Globulinnatur besitzt. 


I. Untersuchung des dialysierten Speichels. 
UY y 1 


Wie lange bekanut, treten die Wirkungen der Speichelamylase 
im salzfreien Zustand nicht auf (z. B. bei Dialyse des Speichels), 
und durch Zusatz von Salzen, besonders von Chloriden, kénnen 
dabei die amylolytischen Wirkungen wieder vorkommen. 

Ich habe die verschiedenen Experimente auf Grund der 
Tatsachen ausgefiihrt, dass bei der Dialyse des Speichels die 
Niederschlige gleichzeitig mit dem Verlust der amylolytischen 
Wirkungen entstehen, und dass ferner bei Zusatz von Salzen, mit 
dem Verléschen der Niederschlaige, die amylolytischen Wirkungen 
wieder vorkommen. 

Als Versuchsmaterial brauchte ich meinen eigenen Speichel, 
Speichel von Rind, Pferd, Schwein, Schaf, Hund, Ziege u.a., die 
alle nur wenig oder keine Amylase enthalten. Der reece: 
Speichel wurde nach der Filtration zur Untersuchung gestellt. 
Nachdem der Speichel bei Zusatz von 0,5% Toluol im Paulischen 
Elektrodialysierapparat mit 15 mA 24 Stunden dialysiert worden 
war, wurden von diesem Speichel, den abfiltrierten Niederschligen 
und auch von den Filtraten die amylolytischen Wirkungen nach 
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Als Kontrolle wurde 
dialysierten 


der Wohlgemuthschen Methode bestimmt. 
die amylolytische Wirkung 
bestimmt. 

Abweichend von Wohlgemuths Methode wurde bei der 
Bestimmung jJedem Reagenzglas 1ecm J//15 Phosphatpuffer von 
Pu 6,8 und beim Natriumchloridzusatzversuch je 0,05 Mol zugesetzt. 

nee . ° cred ? , r re) 7 + 5 + 
Dieser Versuch, mit verschiedenem Speichel 2 mal ausgefiihrt, ergab, 
die in Tabelle I zusammengesteliten Resultate. 


des nicht Speichels 


TABELLE J. 


Untersuchung des dialysierten Speichels. 


wie sas Dialy- 
Versuchs- | Kontrolle Filtrat Nieder- ee Filtrat ere sierter 
losung + NaCl e sehlag |,°"° + NaCl oe Speichel 
Speichel + NaCl NaCl 
Amylase | 
40° e 
D390" 250 0 0 0 0 84 84 
if J 
” | 500 | 0 0 | 0 | (5) 252 260 


Wie Tabelle I darstellt, zeigen weder der dialysierte Speichel, 
noch seine Filtrate oder Niederschlige eine amylolytische Wirkung, 
aber bei Zusatz von Natriumehlorid erscheint diese Wirkung beim 
dialysierten Speichel und bei den Niederschliigen, indessen bei den 
Filtraten sehr gering oder gar nicht. Diese geringe Wirkung der 
Filtrate beruht méglicherweise darauf, dass das Wirksame aus dem 
Speichel nicht restlos ausscheidet, sondern teilweise in den Filtraten 
zuriickbleibt. 

Unter diesem Gesichtspunkte betrachtet, legt es also nahe 
anzunehmen, dass das Wirksame der Speichelamylase in den 
Wie in der Ein- 
Niederschliige des 
Da als wasserun- 


Niederschlagen des dialysierten Speichels heegt. 
leitung dieses Kapitels erwiilnt, verloschen die 
dialysierten Speichels bei Zusatz von Salzen. 
lésliche und in verdiinnter Salzlésung lésliche Substanz in erster 
Linie Globulin in Betracht kommt, habe ich bei den weiteren Unter- 


; 7 < } ~ D1Q 
suchungen unter der Vermutung gearbeitet, dass die Speichel- 
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amylase eine globulinartige Substanz sein konnte. 


II. Fraktionierung von Speichelprotein. 

Aus dem Speichel wurde die Globulin- und die Albuminfrak- 
tion mit Halbsiittigung mit gesiittigtem Ammoniumsulfat fraktion- 
iert. Nach der Filtration ~wurden die Niederschlage, d.h. die 
Globulinfraktion, mit gesiittigter Ammoniumsulfatlésung gentigend 
gespiilt. Dann wurden die beiden Fraktionen in Kollodiumbeutein 
unter fliessendem Wasser 2 Tage dialysiert und mit Wasser zu 
gleichen Teilen gebracht. 

Die amylolytische Wirkung der Globulin- und der Albumin- 
fraktion und des Gemisches von beiden Fraktionen zu gleichen 
Teilen sowie des nicht fraktionierten Speichels als Kontrolle wurde 
bei Zusatz von je 0,05 Mol Natriumehlorid nach Wohlgemuths 
Methode bestimmt. Dabei wurde jedem Reagenzglas 1cem M/15 
Phosphatpuffer von Pr 6,8 zugesetzt. Diese Untersuchimg wurde 
mit verschiedenem Speichel 2 mal wiederholt; die Resultate finden 
sich in Tabelle II. 

TABELLE II. 


Amylase-Wert (Dy) des dialysierten Speichels nach dem Fraktionieren. 


Dg cantenlp baliae 
Versuchs- | Kontrolle | Globulin- | Albumin- por eens fake AD 
losung + NaCl fraktion | fraktion ae pecs | buminfrak 
NaCl N: vinfrak. 
Sain ener WRT ee Oe 
u | 500 0 0 340 1 | 360 
2 | 500 0 0 362 0 362 


Die Globulinfraktion zeigt deutliche amylolytische Wirkung, 
- aber dic Albuminfraktion sehr geringe. Das leichte Zurtickstehen 
der amylolytischen Wirkung von Globulinfraktion und Gemisch 
von beiden Fraktionen hinter der Kontrolle muss auf dem Verlust 
der wirksamen Substanz beim Fraktionieren beruhen. 


lil, Bedeutung der Salze als Aktivator der 
Speichelamylase. 
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Wie schon allgemein anerkannt, tritt die Wirkung der Speichel- 
amylase im salzfreien Zustand nicht auf, aber bei Zusatz von Salzen 
kommt ihre Wirkung wieder hervor. Die Reihenfolge der Aktivie- 
rungskraft der Salze ist Chlorid>Bromid>Nitrat >Sulfat> Acetat 
>Phosphat, wobei die des Chlorids auffallend stark ist. Dabei 
fragt es sich, ob die Salze sich an ein Ferment binden oder nur 
katalytisch wirken; in der Gegenwart ist man der Auffassung, dass 
ein Anion, z.B. Cl, unter Verbindung mit einem Ferment, 
beispielsweise unter Bildung der Chloramylase, wirkt. 

Nach meiner Beobachtung ist die Speichelamylase ein Globulin 
oder eine globulinartige Substanz. Daher ist die Annahme sehr 
wahrscheinlich, dass die aktivierende Wirkung der Salze einfach 
der Fahigkeit zugeschrieben werden kann, Globulin zu lésen. Um 
einen Beweis dafiir zu erbringen, habe ich ein Experiment durch- 
gefiihrt, das erkennen lasst, wie die Kounzentration der Salze die 
Lostichkeit des Globulins und gleichfalls die Aktivitét der Amylase 
beeinflusst. 

Das gereinigte Globulin aus Speichel wurde mit J//15 Phos- 
phatpuffer von Pu 6,8 auf die urspriingliche Menge des Speichels 
verdiinnt, und bei Zusatz von verschiedenen Mengen von Kochsalz 
wurde die Triibunge und die Aktivitat der Amylase gemessen. 

Die Resultate finden sich in Tabelle III und Figur 1. Die 
Aktivitit der Speichelamylase ist umeekehrt proportional zur 
Turbiditaét, mit anderen Worten, die Aktivitat ist proportional der 


TABELLE III. 


Einfluss von Chlorid auf dialysierten Speichel. 


NaCl | < a 3 ag | q 

(Mol) | 0 "0,02 01 | 0,02 0,05 | OL 0,15 | 0, 1,0 

Turbiditiit (%) 950 } 330 | 150 | 104 | 95 | 97 | 104 | 104,5/ 110 
| 


122} 260 | 370 | 454 | 431 


iby tat ( D a ) 0 


Lislichkeit der Speichelamylase. Der Punkt, bei welchem die 
Loslichkeit und Aktivitiit am gréssten sind, ist bei Zusatz von 


0,05 Mol Natriumehlorid. 
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Einfluss von Salzen auf dialysierten Speichel. 


ae] 
= 


4004 


200) 


Aktivitat —= 


te 
Se 


ial : 
0.002 0.01 0.02 0.09 0. 16 Mol 


-——>— Aktivitatskurve 


> —= Turbiditatskurve 


Dann wurde dasselbe Experiment mit Nitrat bzw. Sulfat aus- 
gefiihrt, wm zu erfahren, ob die schwichere Wirkung des Nitrates 
bzw. des Sulfates auf der schwiicheren Losungsfahigkeit von 
Globulin beruht. Die Resultate finden sich in Tabelle IV, V und 
Figur 1. 

Das Vermégen des Nitrates bzw. des Sulfates Amylase zu 
losen steht dem des Chlorides weit nach. 


TABELLE LV. 


Hinfluss von Nitrat auf dialysierten Speichel. 


NaNO; 5 : 
(Mol) 0 | 0,002} 0,01 | 0,02] 0,05 | 0,1 | 0,15] 0,2 | 10 

chai 950 | 424 | 345 | 302 | 263 268 280 ae ee 

Aktivitit 

Che ) o | 48 | 104 | 145 | 181 |'170 | 158 | 144 | 90 

Sea 


IV. Die Unterschiede von Speichelamylase und 
Takadiastase bei Dialyse. 
Es hat sich herausgestellt, dass die Speichelamylase eine 
Globulinnatur besitzt, und dass die Bedeutung der Salze als 
Aktivator der Speichelamylase in solchem Verhialtnis besteht, wie 
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TABELLE V. 
Hinfluss von Sulfat auf dialysierten Speichel. 


Na.SO; oe 


(Mol) 0 | 0,002} 0,01 | 0,02 | 0,05 | 0,1 | 0,15 a2 | 1,0 


Turbiditit 
(%) 
Aktivitit 
( Dar) 0; 12 


950 668 | 530 | 495 | 420 | 447 | 489 | 496 | 552 


28 35 46 42 38 35 22 


die Salze der Amylase Léslichkeit geben. Um zu erkennen, welchen 
Anteil die Salze an der aus Aspergillus oryzae hergestellten und 
durch Salze nicht aktivierten pflanzlichen Takadiastase besitzen, 
wurde folgender Versuch angestellt. 

1 g/dl gereinigte Takadiastaselésung (Sankyd) wurde bereitet 
und in Paulis elektrischem Dialysierapparat bei 15 mA dialysiert, 
und die Turbiditat wurde in bestimmten Zeitabschnitten nephelo- 
metrisch bestimmt. Auch mit frischem Speichel wurde dasselbe 
Dialysierverfahren wiederholt, und der Zuwachs an Turbiditit 
wurde beobachtet. Die Resultate finden sich in Tabelle VI und 
VII. Die Turbiditét der Speichelamylase nimmt mit der Zeit zu, 
aber die der Takadiastase nicht. 

Die oben erwahnte Tatsache, dass die Turbiditit bei der 
Speichelamylase mit der Zeit zunimmt, aber bei der Takadiastase 
nicht, bedeutet, dass bei der Speichelamylase die Globulinaus- 

TABELLE VI. 


Zusammenhang zwischen Dialyse und Turbiditit der Speichelamylase. 


Verlauf [ 5 2 
(Stdn.) p | : ji a a 
Turbiditit : > ) 160 270 950 

(%) 80 | 97 | 120 ) ( 2 


scheidung mit der Verminderung der Salze Hand in Hand oeht, 
aber bei Takadiastase solche Erscheinung nicht auftritt. Und 
zwar bedeutet die nicht aktivierende Wirkung der Salze auf 
Takadiastase die Nutzlosigkeit der Salze fiir die Loslichkeit dieses 


Fermentes. 
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TABELLE VII. 
ue A zwischen Dialyse und Turbiditit der Takadiastase. 


Verlauf i ‘ 1 3 5 10 24 
(Stdn.) | ‘ | ‘ 
| ie a 7 
Turl aid z 190 | 190 | 190 190 198 , 198 
| | 


V. Der isoelektrische Punkt der Speichelumylase und 
die Ph-Abhingigkeit von deren Wirkungen. 

Wenn die Speichelamylase wirklich ein Globulin ist, so muss 
sie den isoelektrischen Punkt dort haben, wo die Loshchkeit des 
Globulins und auch die Viskositét von deren Loésungen ein 
Minimum zeigt. Von gereinigter Speichelamylaselosung, dar- 
gestellt wie oben erwahut, habe ich versucht, solehen Punkt zu 
finden. 

10 ccm der Amylasel6sung wurde bei Zusatz von 5eem M/5 
Acetatpuffer von verschiedenen PH geniigend geriihrt, und nach 
3 Minuten wurde die Triitbung mit dem Pellinschen Nephelometer 
und die Viskositat mit dem Ostwaldschen Viskosimeter gemessen. 
Die Resultate finden sich in Figur 2. Die Viskositat ist bei Pu 4,0 


ADaee 


Isoelektrischer Punkt der Speichelamylase. 


%o 
110/- x 1,400 
ee ~ ~@ 
| wa y 
= 90k 1,300 
a g- 
3 
70 1,200 
x 
x 
50 as oe ee ee ee 
32 SGP 3:8) On 4:2 aides aig B.0 
x——-*. X Turbidititskurve 


o———e———* Viskositiitskurve 
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am kleinsten und die Turbiditét am gréssten. 

Gemiss der Turbiditiits- und Viskositatsbestimmung lage der 
isoelektrische Punkt der Speichelamylase an Pu 4,0. Es fe auch 
interessant, dass, wie in Figur 3 dargestellt, die Speichelamylase 
bei Pu 4,0 ihre Wirkune ganz verliert. Hier wurde fiir die 
Pu 3,8-5,0M/5 Acetatgemisch, fiir Pu 5,6-8,0 17/15 Phosphat- 
gemisch, und fiir 8,6-10,0 Boratgemisch gebraucht. 


Ine BY. 
Verhiltnis der Wasserstoffionenkonzentration zur Aktivitiit 
der Speichelamylase. 


Aktivitat 


= eS ee See | 1 
4.0 4.65.0 6.6 6.0 6.46.87.07.68.0 3.50.0 9.6 10.0 


pH 


ZUSAMMENFASSUNG. 

Teh habe verschiedene Experimente tiber das chemische Wesen 
der Speichelamylase ausgefiihrt, auf Grund der Tatsache, dass die 
Wirkungen der Speichelamylase im salzfreien Zustand nicht auf- 
treten, dass bei der Dialyse des Speichels die Niederschlige gleich- 
zeitig mit dem Verlust der amylolytischen Wirkungen entstehen, 
und dass ferner bei Zusatz von Salzen, mit dem Verlischen der 
Niederschliige, die amylolytischen Wirkungen wieder yorkommen. 

Die Versuchsresultate sind-folgende: 

1. Beim dialysierten Speichel zeigen die Niederschliige die 
amylolytischen Wirkungen, aber die Filtrate nicht. 
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9 Beim Fraktionieren des Speichels mit gesattigtem Am- 
monimmsulfat zeigen die Globulinfraktionen deutliche amylolytische 
Wirkungen, aber die Albuminfraktionen gar nicht. 

3. Die Speichelamylase wird bei Zusatz von 0,05 Mol Natrium- 
chlorid am besten aktiviert, und die Lislichkeit der Speichelamylase 
ist dabei am gréssten. Daraus geht hervor, dass die Bedeutung 
der Salze als Aktivator der Speichelamylase in solchem Verhaltnis. 
besteht, wie die Salze der Speichelamylase die Liéslichkeit geben. — 

4. Das optimale Pu der gereinigten Speichelamylase ist 6,8, 
ihr Wirkungskreis liegt zwischen Pu 4,0-10,0. 

5. Bei Dialyse der gereinigten Takadiastase, welche durch 
Chlorid nicht aktiviert wird, entstehen keine Niederschlage. 

6. Der isoelektrische Punkt der Speichelamylase liegt an 
Pa 40; 


Zum Schluss méchte ich Herrn Prof. Dr. K. Kodama und 
Herrn Prof. Dr. N. Onodera von der. Kaiserlichen Universitat 
zu Hukuoka fiir die Anregung und die Leitung dieser Arbeit, sowie 
Herrn Prof. Dr. A. Ueta von der Med. Fachschule zu Kurume 
fiir die lebenswtrdige Unterstiitzung meinen besten Dank sagen. 


LITERATUR. 
Akaboriu. Okahara (1936): Nippon Kagaku Kaisi, 5 
Biedermann (1922): Biochem. Zeitschr., 127, 38. 
Caldwell, Bocher & Sherman (1931): Science, 74. 
2p Ff s (1932): Chem. Ztrblt. 
Fricke u. Kaja (1924): Ber. Deut. Chem. Gesell., 57, 310, 313. 
Itoh, R. (1936): Journ. of Biochem., 23, 1. 
Kato, M. (1928): Eiyékenkyiisyo Hokoku, Vol. 2. 
Myrback (1926): Zeitschr. Physiol. Chem., 159, 6. 
Pozerski: zitiert nach Oppenheimer ,,Die Fermente und ihre Wirkungen“ 
Pribram (1912): Biochem. Zeitschr., 44, 293. 
Tauber u. Kleiner (1934): Journ, Biol. Chem., 105, 411. 
Terroine u. Weil: zitiert nach Biedermann. 
Waldschmidt-Leitz u. Reichel (1932): 
204, 197. 
Willstitter, Waldschmidt-Leitz u. Hesse (1923): Zeitschr, Phy. 
siol. Chem., 126, 143. 
Wroblewsky (1898): Zeitschr. Physiol. Chem., 24, 173. 


dT. 


’ 


. 


Zeitschr. Physiol. Chem., 


The Journal of Biochemistry, Vol. 31, No. 1. 


UNTERSUCHUNG UBER DEN PHOSPHATIDUMSATZ. 


Einfluss der Injektion des hiimolysierten Blutes auf den 
Lipoidphosphor im Blutplasma und in den 
geformten Blutbestandteilen. 


Von 


SEKISEN KAN. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Kumamoto Med. Fakultit. 
Vorstand: Prof. Dr. S. Kato.) 


(Eingegangen am 4. November 1939.) 


Nach den vorhergehenden Mitteilungen (Kan, 1938, 1939, 
1940), “Uber den Einfluss der Injektion des haemolysierten 
Blutes auf das Phosphatid im Blut,” dann iiber “Einfliisse- der 
Injektion verschiedener Bestandteile des haimolysierten Blutes auf 
das Blutphosphatid” und ferner tiber “Kinfliisse der Injektion des 
hamolysierten Blutes auf Phosphatide im Blut der Vena lienalis 
und der peripheren Blutgefisse,” kann bei normalen Hunden die 
intravendse Injektion des hamolysierten Blutes die Menge von 
Lipoid-P, Lipoid-N und Lipoid-NH»2-N im Vollblut bedeutend ver- 
mehren, was auf die Wirkung des injizierten Hiamoglobins zuriick- 
zuftihren ist. Im vorliegenden Aufsatz moéchte ich die Ergebnisse 
des Experimentes mitteilen, das der Aufklarung der Frage 
eewidimet ist, auf welches von Blutplasma und geformten Blut- 
bestandteilen denn.die Vermehrung des Lipoid-Phosphors im Voll- 
blut zuriickzufiihren ist, ob zwischen der Vermehrung des Lipoid- 
Phosphors und der Zahlenschwankung der geformten Blutbestand- 
teile ein bestimmter Zusammenhang besteht. 


EXPERIMENT. 
I. Versuchsmethode. 


Weeen der Bestimmung von Lipoid-Phosphor, Lipoid-N und 
Lipoid-Amino-N, der Blutentnahme, des Versuchstiers usw. ver- 
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weise ich auf die vorhergehende Mitteilung. Die Volummetrie der 
geformten Blutbestandteile steht schon in meiner Mitteilung [Kan 
(1937) “Uber die gegenseitige Beziehung zwischen dem Phosphatid 


in Blut und Galle’). 


I. Einfluss der Blutentnahme auf die Lipoid-Phosphormenge 
im Blutplasma und in den geformten Blut- 
bestandteilen des normalen Hundes. 


Im 1. Fall (beim Hunde Nr. 35) betriigt die Menge des Lipoid- 
Phosphors im Blutplasma direkt vor dem Eintritt des Experi- 
meutes 6,78 mg/dl, in der 7. Stunde 5,91 mg/dl, in der 24. Stunde 
6,56 mg/dl, und in der 48. Stunde fast des Gleiche wie in der 7. 
Stunde. Die Menge des Lipoid-Phosphors in geformten Blut- 
bestandteilen betrigt direkt vor dem Eintritt des Experimentes 
12,55 mg/dl, in der 24. Stunde fast das Gleiche wie vor dem Ver- 
such, aber in der 5., 7., 48. Stunde vermindert sich der Wert, der 
besonders in der 7. Stunde 10,52 me/dl und am niedrigsten ist. 
Die Menge des Lipoid-Phosphors im Vollblut (Die Totalsumme des 
Lipoid-Phosphors in Plasma und Zellen) ist in der 5., 7., 24., 48. 
Stunde niedriger als vor dem Eintritt des Experimentes und in 
der 7. Stunde am niedrigsten. 2. 

Im 2. Fall (beim Hunde Nr. 38) betragt die Menge des Lipoid- 
Phosphors im Blutplasma direkt vor dem Eintritt des Experimentes 
3,28me/dl, ist aber in der 5., 7., 24. Stunde niedriger, wenn sie 


TABELLE I. (Hund Nr. 35 8 10kg). 


Lipoid-P 
Zeit d. Blut 1,0 eem Volum d. 
Blutent- =e pe ee Blut- Geform. | geform. 
nahme Blut- Geform. Voll- plasma Bestand.! Begstand. 
plasma | Bestand. Blut (mg/dl) | Qng/dl) 
mg mg mg 

zuerst 0,0485 0,03856 0,0841 6,78 12,55 28,4 
Dante 0,0479 0,0236 0,0815 6,80 11,39 29,5 
TEAS 0,0398 0,0343 |. 0,0741 5,91 10,52 32,6 
24. St. 0,0456 0,0383 0,0839 6,56 12,56 30,5 
48. St. 0,0409 0,0397 | 0,0806 6,07 12,18 32,6 
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TABELEm JI. (Hund Nr. 38 9? 5,3 kg). 
; Lipoid-P 
Zeit d. Blot 1,0 cem Volum d. 
Blutent- <6 "2 eer lee as Blut- Geform. geform. 
nahme Blut- Geform. Voll plasma | Bestand.| Bestand. 
plasma | Biestand. Blut (mg/dl) | (mg/dl) 
mg mg mg 
zuerst 0,0214 ©,0432 0,0646 3,28 12,45 34,7 
Dale 0,0206 50429 0,0635 3,16 12,36 34,7 
(aie 0,0207 (0,0356 0,0563 3,07 10,92 32,6 
24. St. 0,0193 0,0369 0,0562 2,78 12,10 30,5 
48. St. 0,0240 (0,0370 0,0610 3,56 aS} 32,6 


auch in der 48. Stunde etwas hoher ist. 


Die Menge des Lipoid- © 


Phosphors in den geformten Blutbestandteilen betrigt direkt vor 
dem Hintritt des Experimentes 12,45 mg/dl, ist in der 5., 7., 24, 
48. Stunde niedriger umd besonders in der 7. Stunde (10,9 mg/dl) 


am niedrigsten. 


Die Menge im Voliblut betrigt.in der 48. Stunde 


fast das Gleiche wie wor dem Hintritt des Experimentes und ist 
in der d., 7., 24. Stunde niedriger, besonders in der letztgenannten. 


Fig. 1 A. 

Blutplasma ‘ 
Lipoid-P ©O:----:- Hund Nr. 35 
(mg/dl) Avceees Hund Nr. 38 


a, 


or 


48St. 


24St. 


7St. 
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Fig. 1B. 
geform. Bestandteile | 
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Wie oben erwihnt, betrug die Blutentnahme, jedesmal 6,0 cem, 
im ganzen 30,0 cem [direkt vor dem Experiment, in 5., 7., 24., 48. 
Stunde darauf, also 5 malige Blutentnahme]. Darm fiihrte ich 
die Bestimmung durch, um tiber den Einfluss der Blutentnahme 
auf die Menge des Lipoid-Phosphors im Blutplasma und in den 
geformten Blutbestandteilen genaue Kenntnis zu bekommen. Der 


Vert in der 5., 7., 24, 48. Stunde ist sowohl im Blutplasma als 
auch in den geformten Blutbestandteilen niedriger als vor dem 
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Eintritt des Experimentes, besonders in der 7. und 24. Stunde viel 
niedriger und in der 7. Stunde am niedrigsten, was init den ex- 
perunentellen Ergebnissen in meiner vorigen Mitteilung “Uber den 
Einfluss der Blutentnahme auf die Lipoid-Phosphormenge im Voll- 


blut des normalen Hundes” giinzlich tibereinstimunt. 
\ 


HI. Einfluss der Injektion des hiimolysierten Blutes auf die 
Inipoid-Phosphormenge im Blutplasma und 
in den geformten Blutbestandteilen des 
normalen Hundes. 


Im 1. Fall (beim Hunde Nr. 36) betrigt die Menge des Lipoid- 
Phosphors im Blutplasma direkt vor der Injektion des hiimolysier- 
ten Blutes 5,71 mg/dl, aber in der 5., 7., 24., 48. Stunde nach der 
Injektion fast das Gleiche wie beim Kontrolltier. Der Wert des 
Lipoid-Phosphors in den geformten Blutbestandteilen betrigt 
direkt vor der Injektion 9,02 me/dl, in der 7. Stunde nach der 
Injektion 10,41 mg/dl und ist in der 24. Stunde ebenso hoch. Der 
Wert im Vollblut ist in der 5. und 7. Stunde etwas hoher als bei 
den Kontrolltieren. 

Im 2. Fall (beim Hunde Nr. 37) betrigt der Wert des Lipoid- 
Phosphors im Blutplasma direkt vor der Injektion des hiimolysier- 
ten Blutes 5,83 mg/dl, steigert sich in der 5., 7., 24., 48. Stunde 
nach der Injektion, und erreicht besonders in der 48. Stunde den 
héchsten Wert (7,43 mg/dl). Der Wert des Lipoid-Phosphors in 
geformten Blutbestandteilen betrigt direkt vor der Injektion 
12,58 mg/dl, bleibt in der 5. Stunde ganz gleich und vermindert 
sich von der 7. Stunde ab. Der Wert im Vollblut ist nach der 
Injektion hdher als direkt vor der Injektion und in der 5. Stunde 
besonders hoch. 

Im 38. Fall (beim Hunde Nr. 39) betrigt der Wert des Lipoid- 
Phosphors im Blutplasma direkt vor der Injektion des hamolysier- 
ten Blutes 5,72 mg/dl, ist in der 5. und 48. Stunde ganz gleich wie 
vor der Injektion und in der 7. und 24. Stunde etwas héher. Der 
Wert des Lipoid-Phosphors in den geformten Blutbestandteilen 
betrigt vor der Injektion 12,53 mg/dl, steigert sich in der 9., i2 
24., 48. Stunde und ist in der 24. Stunde am héchsten und betragt 


84 S. Kan: 


15,63 mg/dl. Der Wert des Lipoid-Phosphors im Vollblut steigert 
sich nach der Injektion und ist in der 5., 7., 24., 48. Stunde hoéher 
als direkt vor der Injektion und in der 24, Stunde besonders hoch. 

Wie schon erwihnt, wurden in 3 Experimentsfallen die 
folgenden Tatsachen festgestellt. Jm ersten Fall (beim Hunde 


Nr. 36) ist der Wert des Lipoid-Phosphors im Blutplasma in der. 


5. Stunde nach der Injektion etwas héher und darauf etwas 
niedriger als vor der Injektion, wihrend der Wert des Lipoid- 
Phosphors in den geformten Blutbestandteilen in der 7. und 24. 


TABELLE III. (Hund Nr. 36 9 16,2kg). 


Lipoid-P | 
Zeit d. Blut 1,0 ecm Volum-d. 
Blutent- Blut- Geform. | geform. 
nahme Blut- Geform. Voll- plasma | Bestand.| Bestand. 
plasma | Bestand. Blut (mg/dl) | (mg/dl) 
mg mg mg 
Vor d. m 7 x 
Injekt. 0,0335 | 0,0370 | 0,0705 5,72 9,02 41,0 
aes Spisiin 0,0342 0,0374 0,0716 5,86 9,00 41,6 
rd 
cei Pal Toasts 0,03846 0,0405 0,0751 5,67 10,41 38,9 
oO 4 
EB] 24.8t.] 0.0325 | 0,0382 | 0,0707 5,32 9,82 38,9 
4 
| 48. St. 0,0300 0,0367 0,0667 4,87 10,11 36,3 
TABELLE IV.- (Hund Nr. $76 11,3 kg). 
Lipoid-P 
Zeit d. Blut 1,0 ecm Volum d. 
Blutent- : = Blut- Geform. geform. 
nahme Blut- Geform. Voll- plasma | Bestand.| Bestand. 
plasma | Bestand, Blut - (mg/dl) | (mg/dl) 
mg mg mg 
Vor d. 3 aad 
Injekt. 0,0368 0,0463 0,0831. 5,83 12,58 36,8 
5 5. St. 0,0452 0,0491 0,0943 7,39 12,62 38,9 
rd > > 
ie ze 7. 8t.| 0,0435 0,0432 0,0867 7,25 10,80 40,0 
ond % 2 
ae 24. St. 0,0468 0,0404. 0,0872 7,29 11,28 35,8 


48.St,}  0,0465 0,0370 0,0835 7,43 9,89 37,4 
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TABELLE V. (Hund Nr. 39 6 7,4kg). 


Lipoid-P 
Zeit d. Blut 1,0 eem ; Volum d. 
Blutent- -| Blut- Geform. | geform. 
nahme Blut- Geform. Voll- plasma 3estand.| Bestand. 
plasma | Bestand. Blut (mg/dl) | Gng/dl) 
mg mg _ mg 
Vor d 9o>=-> At 9 ¢ ie 
pees 0,0355 0,0475 0,0830 5,72 2.03 37,9 
aieic 5. St. 0,0367 0,0470 0,0837 5,71 Brea les 35,8 
ve = deisibe 0,0404 0,0460 0,0864 6,10 13,65 Sod 
ee 24. St.| 0,0422 0,0494 0,0916 6,17 15,63 31,6 
Fi! 48. St. 0,0391 0,0460 0,0851 5,72 Sh) 31,6 
Big 2 Ac 
Blutplasma 
Lipoid-P 
(mg/dl) 
s O.--:--: Hund Nr. 36 
Aivveees Hund Nr. 37 
@...--- Hund Nr. 39 


5St. 7St. 248t. 48St. 


(nach Injektion) 


ap: 
= 
ms 
vo 
sor 
= 
a 
H 
H 
jo) 
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Stunde nach der Injektion héher ist. Im 2. Fall (beim Hunde 
Nr. 37) ist der Wert des Lipoid-Phosphors im Blutplasma in der 
5., 7., 24., 48. Stunde nach der Injektion héher als vor der Injek- 
tion, wiihrend der Wert des Lipoid-Phosphors in den geformten 
Blutbestandteilen in der 5. Stunde nach der Injekiiuu ganz gleich 
ist wie vor der Injektion, sich darauf aber vermindert. Im 3. Fall 


Soka 


co 
a 


Bigs 2B. 4 
geform. Bestandteile 


Lipoid-P 
(mg/dl) 


16 


15 


13 


id 
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5St. 7St. 248t. 488t. 


4 
rd 


(nach Injektion) 


vor Inje 


(beim Hunde Nr. 39) ist der Wert des Lipoid-Phosphors im Blut- 
plasma in der 7. und 24. Stunde hédher, wihrend der Wert des 
Lipoid-Phosphors in den geformten Blutbestandteilen in der 5., 7., 
24., 48. Stunde nach der Injektion hdher ist als vor der Injektion. 
Der Wert des Lipoid-Phosphors im Vollblut, die Totalsumme des 
Lipoid-Phosphors im Blutplasma und in den geformten Blut- 
bestandteilen, steigert sich im 1. Fall in der 5. und 7. Stunde nach 
der Injektion, im 2. Fall in der 5., 7., 24., 48. Stunde und im 3. 
Fall in der 5., 7., 24. Stunde, was mit den experimentellen Er- 
gebnissen in meiner vorigen Mitteilune [Kan (1938), “Uber den 
Kinfluss der Injektion des himolysierten Blutes auf den Lipoid- 
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hie, 2.C. 
Vollblut 
Lipoid-P 
(mg/dl) 
9 
8 
7 o- 
6 ! \ eee | 
as 5st. 7St. 24St. 48St. 
a (nach Injektion) 
5 
> 


Phosphor im Vollblut des normalen Hundes”] iibereinstimmt. Im 
grossen und ganzen vermehrt sich der Lipoid-Phosphor nach der 
Injektion des hiimolysierten Blutes beim Hunde Nr. 36 in den ge- 
formten Blutbestandteilen, beim IJunde Nr. 37 im Blutplasma und 
beim Hunde Nr. 39 sowohl im Blutplasma als auch in den eeformten 
Blutbestandteilen. 


IV. Die Menge von Lipoid-N und Inpoid-Amino-N in dem 
Falle des Zusatzes an Kephalin zu den geformten 
Blutbestandteilen in vitro. 


Die Vermehrung des Lipoid-Phosphors im Blut wird, wie schon 
erwahnt, durch die Injektion des hiimolysierten Blutes sowohl im 
Blutplasma als auch in den geformten Blutbestandteilen herbeige- 
fithrt, wenn sie auch nicht parallel vonstatten geht. Namlich die 
Vermehrung tritt manchmal im Blutplasma und in den geform- 
ten Blutbestandteilen zugleich in Erscheinung, manchmal aber 
vermehrt sich der Lipoid-Phosphor in dem ersteren und vermindert 
sich in der letzteren und umgekehrt; was mich zum folgenden 
Experiment veranlasste. 

Das Experiment wurde am Blut des normalen Himdes unc 
am Blut des mit hiimolysierten Blut injizierten Hundes (6 Stunden 
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nach der Injektion) unter ein und derselben Bedingung gestellt. 
Das zu benutzende Blut wurde aus der Arteria femoralis entnom- 
men und durch Zusatz von Natriumzitrat vor Gerinnung geschiitzt. 

(1. Reagenzglas) enthalt geformte Blutbestandteile (man 
zentrifugiert 10,0 cem Blut, lasst niederschlagen, isoliert vom Blut- 
plasma und wischt 3 mal mit physiologischer Kochsalzlésung) und. 
2.0 ccm Emulsion des 0,1% Kephalins in physiologischer Kochsalz- 
losung. 

(2. Reagenzglas) enthalt 10,0 ccm Blut und 2,0 cem Emulsion 
des 0,1% Kephalins in physiologischer Kochsalzlosung. 

(3. Reagenzglas) enthalt nur 10,0 cem Blut. 

Diese alle drei werden mit dem Blut des normalen Hundes 
und dem Blut des mit himolysierten Blut injizierten. Hunds bereitet 
und im Brutschrank bei 37° 5 Stunden lang aufbewahrt, man 
schiittelt oft, um eine vollstindige Mischung zu erzielen. Man 
nimmt das Reagenzglas aus dem Sehrank, isoliert die geformten 
Blutbestandteile, wiascht sie 5 mal mit physiologischen IXochsalz- 
loésung, 


sie 24 Stunden lang, filtriert sie dann in einen 50,0 eem Messkolben, 


setzt Alkohol und Ather zu gleichen Teilen zu, extrahiert 


setzt dem Riickstand wieder Alkohol-Ather zu, kocht ihn auf dem 


TABELLE VI. 


peers aed Geform. Volum. d. 
; ae SBlubgiasua Bestand. geform. 
-Kephalin a Kephatia +Blutplasma| Bestand. 
Gng/dl) (us/an (mg/dl) % 

—s nq . . X ey ir 

= < Lipoid-N 24,77 © 24,17 25,24 

sy = < ; . 3 39 

S | Lipoid-NH2N 10,85 10,34 11,06 

om al * . ae ay ; ei 

E Z Lipoid-N Sol3 28.707 ; 85,00 

ve Lipoid-NH.N 6,78 5,89 adil ey 

E + Lipoid-N 40,57 38,24 4212 * 

Cia Lipoid-NH.N 13,99 25,18 25,18 x 

ol oh 
r Z Lipoid-N 30,18 27,69 Sone 
aa pee 5,92 9,04 8,42 ses 


Untersuchung iiber den Phosphatidumsatz. 89 


Wasserbad 80 Sekunden lang und filtriert. Dann wiischt man das 
Reagenzglas 3 mal mit Alkohol-Ather, sammelt den ganzen Extrakt 
in den Messkolben und fiillt bis 50,0 cem auf. Man bestimmt mit 
15,0 ccm davon Lipoid-N und mit 30,0 cem Lipoid-NH2-N. Das 
Ergebnis ist aus Tabelle VI ersichtlich. 

Aus Tabelle VI ergibt sich, dass die Menge von Lipoid-N und 
Lipoid-Amino-N in den geformten Blutbestandteilen, die man nach 
Zusatz der Kephalin-Emulsion bei 87° 5 Stunden lane erwiirmte, 
keine bedeutende Schwankung gegen die Kontrolle zeigt. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


Obige Ergebnisse werden folgenderweise zusammengefasst. 

1. Die intravenése Injektion der 3 fachen Verdiiunune des 
hamolysierten Blutes 5,0cem per lkg Kérpergewicht fiihrt zur 
Vermehrung des Lipoid-Phosphors im Blutplasma und in den 
geformten Blutbestandteilen. Diese Vermehrune aber geht nicht 
immer parallel vonstatten; bald stimmen beide miteinander tiberein, 
bald kommt die Vermehrung nur auf der einen Seite vor, wihrend 
sogar auf der andern eine Verminderung vorkommt. 

2.. In der vorhegehenden Mitteilune (Kan, 1940) habe ich 
berichtet, dass durch die Injektion des haimolysierten Blutes nicht 
nur der Lipoid-Phosphor, sondern auch Lipoid-N und NLipoid- 
Amino-N vermehrt werden. 

3. Die Menge von Lipoid-N und Lipoid-Amino-N in geformten 
Blutbestandteilen, die nach Zusatz der Kephalin-Emulsion bei 37° 
5 Stunden lane erwirmt waren, zeigt im Vergleich mit der Kon- 
trolle, keine bedeutende Verinderung. 

Nimlich das Experiment in vitro stimmt mit dem in vivo 
darin tiberein, dass die Vermehrung. des Lipoid-Phosphors im Blut- 
plasma keinen Einfluss auf die geformten Blutbestandteile ausiibt. 

Die Schwankung des Lipoid-Phosphors im Blutplasma und in 
den geformten Blutbestandteilen, die in diesem Experiment 
bestiitigt wurde, (vel. 1 und 2), ist auf die dem Lebewesen 
eigentiimliche Reaktion zuriickzufiihren, die bei der Behandlung 
des Hiimoglobins in den Bestandteilen des hamolysierten Blites 
durch die Verwandlung des reticuloendothelialen Systems, be- 
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sonders der Milzfunktion, hervorgerufen wurde. 

Ich habe zugleich auch das Blutbild gepriift, woriiber ich die 
Resultate schon in meiner Mitteilung [Kan (1938) “Hinfliisse der 
Injektion des himolysierten Blutes auf das Blutbild des Hundes” | 
niederecleet habe, namlich dass die intravendse Injektion des 
hiimolysierten Blutes die Vermehrung der Erythrocyten, Leuko- 
cyten und Thrombocyten in peripheren Venen (Vena auricularis) 
hervorruft, eine Vermehrung, die mit der Vermehrung des Lipoid- 
Phosphors in den geformten Blutbestandteilen gar nicht wuber- 
einstimmt. Anderseits aber vermehrt sich durch diese Injektion 
der Lipoid-Phosphor im Blutplasma, woraus sich ergibt, dass kein 
bestimmter Zusammenhang zwischen der durch die intravendse 
Injektion des hamolysierten Blutes herbeigeftihrten WVermehrung 
des Lipoid-Phosphors im Blut des milzhaltigen normalen Hundes 
und der Zahlenschwankune der geformten Blutbestandteile besteht. 

Jm grossen und ganzen ruft die Injektion des hamolysierten 
Blutes bei normalen Hunden die Vermehrung des Phosphatides 
im Blutplasma und in den geformten Blutbestandteilen hervor; 
eine Vermehrung, die auf beiden Seiten nicht immer parallel von- 
statten geht, bald stimmen beide Vermehrungen miteinander 
tiberein, bald vermehrt sich das Phosphatid auf der einen Seite, 
wahrend es auf der anderen Seite sich vermindert. Kein 
bestimmter Zusamimenhang besteht zwischen der Vermehrung des 
Phosphatides und der Zahlenschwankung der geformten Blut- 
betsandteile, die durch die Injektion des hiamolysierten Blutes 
verursacht wurden; mit anderen Worten, beruht die Vermehrung 
des Phosphatides im Blut gar nicht auf der Vermehrung der Zahlen 
der geformten Blutbestandteile. 
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UNTERSUCHUNG UBER DEN PHOSPHATIDUMSATYZ. 


Einfluss der Injektion des haemolysierten Blutes auf 
Lipoid-P, Lipeid-N und Lipoid-NH.N in 
Milz und Leber. 


Von 


SEKISEN KAN. 


(Aus dem Biochcmischen Institut der Kumamoto Med. Fakultit. 
Vorstand: Prof. Dr. S. Kato.) 


(Eingegangen am 9, November 1939) 


Injiziert man dem normalen Hunde himolysiertes Blut in 
die Arteria lienalis, so vermehrt sich wesentlich das Lipoid-P im 
Voliblut der Vena lenalis 5 Stunden nach der Injektion; injiziect 
man es ihm in die Ohrvene, so vermehren sich betrichtlich 5-7 
Stunden nach der Injektion Lipoid-P, Lipoid-N und Lipoid-NH»-N 
im Blut der Arteria femoralis [Kan (19389)]...Um den Zustand 
von Milz und Leber wihrend des Vermehrungsstadiums dieser 
Substanzen im Blut zu beobachten, habe ich nun dem normalen 
Hunde 5,0 cem hiamolysiertes Blutes pro ke Korpergewieht in 
die Ohrvene injiziert, 6 Stunden darauf durch Blutentziehung 
den Tod herbeigefiihrt und dann die Milz und die Leber exstir- 
piert, um sie zur Untersuchung heranzuziehen. Einen Teil des 
Organs verreibe ich mit Schmirgel, extrahiere ihn warm mit einer 
Mischung von Alkohol und Ather zu gleichen Teilen, gebe die 
Extraktion in den Messkolben von 100,0 ecm hinein und benutze 
je 10,0 cem davon zur Priifung von Lipoid-P, Lipoid-N und Lipoid- 
NH2-N. Wegen der Untersuchungsmethode dieser Substanzen 
- verweise ich auf die Mitteilunge (Takata, 1936). 

Im 1. Fall von mit haemolysiertem Blut injizierten Hunden 
tritt eine wesentlichere Verminderung dieser Substanzen in Milz 
und Leber als bei normalen Hunden ein. Setzt man den Gehalt 


; i= 5 en as eet g nYD\ er 
dieser Substanzen in den Organen des normalen Hundes 100 g, 


so betriigt derselbe des injizierten, Lipoid-P: in Milz und Leber 
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65%; Lipoid-N: in der Leber 38%, in der Milz 15%; Lipoid- 
NHo»-N: in der Leber 62,8%, in der Milz 14,8%. Im 2. Fall von 
mit himolysiertem Blut injizierten Hunden tritt eine miassige 
Verminderung der Substanzen ausser einer Vermehrung von 
Lipoid-NH»-N in der Leber ein, und die Verminderung des 
Lipoid-P in der Milz ist besonders ersichtlich. Setzt man den 
Gehalt dieser Substanzen in den Organen des normalen Hundes 
100 g, so betriigt derselbe des injizierten, Lipoid-P: in der Leber 
73,9%, in der Milz 20%; Lipoid-N: in der Leber 75,3%, in der 
Milz 84,6%,; Lipoid-NH2N: in der Leber 197,7% in der Milz 
Soy1 Zon 


TABELLE I. 


Gew. d. Wasser- ghee a Saee Lipoid- 
Material Ongot gehalt »| 2#peIdE | Mapoid-N ya 
g % % Jo Jo 
' oo 3 
aus Leber | 216 71,4 0,153 0,150 0,043 
Bet : 
eH Milz 43,5 V3 0,110 0,130 ~°| 0,042 
= : | 
45°37 80 
BA Leber | 117 0,0099 0,057 0,027 
Sis) : is 
"3% Milz 58,0 0,0072 0,020 0,006 
on jane 
i [os | on [3 
Eta Leber | 277 78,4 0,113 0,113 0,085 
BAS 
> Milz 45,0 79,7 0,022 - 0,110 0,036 
Grane 


Uber die Menge von Lipoid-NH2-N in Milz und Leber bei 
normalen Hunden existiert gar keine Literatur, und nach der 
Untersuchung an frischen Organen des gesunden Menschen von 
Epstein u. Lorenz (193 30, 1932) betrigt Lipoid-N in der Leber 

0,2147 und in der Milz 0,149%. Beziiglich der Menge des Phospha- 
tides in Leber und Milz bei normalen Menschen, Hunden, Kaninehen 
verweise ich Tabelle JI. 

Man darf freilich nicht ohne weiteres die Ergebnisse 
miteinander vergleichen, weil sie sich je nach der Untersuchungs- 
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TABELLE IT, 


Lecithin auf frische Organ (%) 


Versucher Tierarten - — 
_ Milz Leber 

Brahn u. Pick (1927) Mensch 1,82 ae i 7 
Rewal] 28) Hund 2,04 1,65 
” Rind 2,29 3,55 
Kawano (1936) Kaninehen 43 2,00 
Koyanagi (1938) ” 3,68 
Kan (1939) Hund 2,90 4,02 


methode und den Versuchstierarten immer anders erweisen. Wenn 
ich aber die Menge des Lipoid-P in meiner Untersuchung als 
Lecithin (Lipoid-P X 26,3) rechne, enthilt die Milz 2,90% Lecithin 
und steht den Ergebnissen von Rewald (1928) &vel. unten) niiher. 
Gleicherweise gerechnet, enthalt die Leber nun 4,02% Lecithin und 
steht den Ergebnissen von Rewald (1928) bei Rindern und yon 
Koyanagi (1938) bei Kaninchen niiher. Wenn ich, wie oben, 
Lipoidphosphor in der Milz in Lecithin umrechne, so betriiet das. 
Lecithin bei normalen Hunden 2,90%, im 1. Fall von mit hiimoly- 
siertem Blut injizierten Hunden 0,189% und im 2. Fall 0,578%, 
eine deutliche Verminderung bei injizierten Hunden. Uber die 
Untersuchung des Phosphatides in Milz und Leber unter den 
besonderen Bedingungen gibt es wenig Literatur ausser der 
Untersuchung bei Gaucher’scher und Niemann-Pick’scher 
Krankheit. Und Rewald (1928) hat die Hunde eine lange Zeit 
(6-8 Monate lang) mit der eine grosse Menge von Phosphatid 
enthaltenden TFiitterung ernéhrt und die Vermehrung des Phos- 
phatides in Hirn, Niere, Leber und Milz konstatiert. 

Die bedeutende Verminderung von Lipoid-P, Lipoid-N und 
Lipoid-NH»-N nach der Injektion des himolysierten Blutes, und ° 
zwar die besonders grosse Verminderung in der Milz, ist wahr- 
scheinlich auf die durch Verarbeitung des Hiimoglobins im 
haemolysierten Blut herbeigefiihrte Funktionsverwandlung von 
Leber und Milz znviickzufiihren, wobei das enthaltene Phosphatid 
lebhaft ins zirkulierende Blut hineingeschickt wird. So sehe ich 
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zum Schluss, dass obige Ergebnisse den Zusammenhang zwischen 
Himoglobinumsatz und Phosphatidumsatz in der Milz, einleuchtend 


erklirt haben. 
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STUDIES ON N-GLYCOSIDES. 


II. N-glucosides of Aniline Derivatives, and Anilides of 
Various Sugars. 


By 
KENZI HANAOKA, 


(From the Department of Biochemistry, Niigata Medical College. 
Director: Prof. N. Ariyama) 


(Received for publication, Dec. 11, 1939) 


In the previous communication (1938) the velocities of acid 
hydrolysis of the condensation products of glucose with isomeric 
toluidines and xylidines were studied. It was found that the 
number and the position of the methyl group in the molecules of 
aglucones exerted marked influence on the rate of the hydrolysis; 
the susceptibility to hydrolysis inicreased with the number of the 
methyl group and also with the distance of the group from the 
amino group. 

With the object of furthering our knowledge in this direction, 
the variety of N-glycosides was increased in the present experi- 
ments. Thus glucose was condensed with aniline derivatives, 
which had various groups other than the methyl group in their 
molecules, on the one hand; and anilides of various sugars were 
synthesized on the other. By means of these N-glycosides, it was 
intended to elucidate the effect of the chemical structure of agly- 
cones and sugars on the resistance of glycosidic unions against 


hydrolysis by acid. 


EXPERIMENTAL. 
I. Synthesis of N-glycosides. 


The procedure of the synthesis of N-glycosides followed the 
lines prescribed in the first communication. About 10em. of 
sugars were mixed with aglycones at the ratio of 1:2 mols, and 
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the mixtures were heated in 80 em. of absolute ethyl alcohol under 
the reflex condenser until the sugars dissolved completely. The 
solutions were then treated with norit if they turned brown on 
heating, and concentrated to 1/2 or 1/3 volumes in vacuo at 40°C. 
Upon leaving the solutions in the ice chest, the elycosides ery- 
stallized out gradually. When the crystallisation was delayed, 
ether was added to the solutions until turbidity began to occur, 
then they were warmed again until the solutions became clear, and 
settled in the ice box. The crude samples were repeatedly re- 
crystallized from absolute alcohol. 

The N-glycosides synthesized were as follows: Glucosides of 
aniline, o-aminophenol, o- and p-toluidine, o- and p-anisidine, o- 
and p-phenetidine, o- and p-chloraniline, o- and p-aminobenzoic 
acid, o-aminobenzoie acid ethylester, and a- and P-naphthylamine; 
anilides of d-mannose, d-galactose, 2-methylglucose, 6-methylglu- 
cose, n-tetramethylelucose, lactose, maltose, d-xylose, Jl- and d- 
arabinose, and l-rhamnose; piperidides of elucose, n-tetramethyl- 
elucose, mannose, galactose, and d-arabinose. Among these glyco- 
sides the following compounds have not been reported in literature 
so far as the present writer knows: glucosides of p-aminobenzoic 
acid, o- and p-chloraniline, o-aminobenzoic acid ethylester, and 
p-naphthylamine; anilides of 2- and 6-methylglucose, and d-arabi- 
nose; piperidides of mannose, galactose, n-tetramethylelucose and 
d-arabinose. The properties of these new compounds are sum- 
marized in Table I. The physical constants of the other N-glyco- 
sides were practically identical with those described in literature, 
except the anilides of l-arabinose and disaccharides. The J-arabino- 
side prepared by Hermann (1905) was lemon yellow needie- 
shaped crystals, FP 103.5-106°C, and it rapidly became turbid 
in an alcoholic solution. The sample synthesized by the present 
writer was white needles, FP 126°, [a]%—37.0°-—> +2.5° in methyl 
alcohol, and the nitrogen content was 6.25% (the theoretical value 
being 6.22%). Sorokin(1888) prepared erystalline lactosanilide, 
which had [a])—14.19°; and also maltosanilide as a glassy mass. 
The lactosanilide of the present writer was identical with that of 
Sorokin. Maltosanilide was hygroscopic white needles, . [a]? 
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Studies on N-elycosides. 
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4+.76.5° in water, N content 3.31% (theor. 3.357) and melted at 
90°-100°C under decomposition. The purity of the maltosanilide 
was examined in the following way: 100.0mg of the anilide were 
dissolved in 10 cc. of 0.1 N sulphuric acid solution, and the change 
of the rotatory power of the solution was followed at intervals. 
The temperature was 20°C. The length of the tube was 1 dm. 
a was -+-0.79° at 0 time, +1.05° after 30 minutes, and remained 
constant at this value, showing the complete hydrolysis of the 
anilide. Calculating from this value, the maltose which was 
liberated from the anilid, had [a]p+126.8°. Since pure maltose 
has [a]p+129.0°, the maltosanilide sample may be regarded as 
virtually pure. 

All the N-glycosides were hydrolyzed by vei with great ease. 
The mutarotation of the compounds was much influenced by a 
trace of acid, equilibria being established quickly. In methanol the 
N-glycosides remained unchanged at the equilibria thus established 
for a few days. In neutral methylaleoholic solations the equilibria 
were reached slowly after several hours or after a day. Weygand 
(1939) observed recently that the crystalline promises 
decomposed within a few hours when a drop of acetic acid was 
present in the desiccator. ; 

Attempts to accomplish the condensation of glucose with 
pyrrol, a- and f-methylindol, phthalimide and isatine were without 
success under the conditions of the present experiments. The 
imino compounds, in which molecules the hydrogen atom of the 
imino group is mobile, seem not to condense with sugars. How- 
ever, it may be possible for pyrrol to react with sugars when both 
substances are fused together. Plissow (1929) stated that he 
had obtained such a compound. Secondary amines did-not combine 
with sugars under the present experimental conditions. 


II. Method of measuring hydrolysis. 


The hydrolysis of the N-glycosides was determined from the 
change of the rotatory power of the solutions to be tested. For 
this purpose, 2 ec. of 0.1 N sulphurie acid solution were added to 
10 ce. of the absolute methylalcoholic solutions of the substances 
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after the rotatory power had reached constant values (mutarota- 
tion), and then the hydrolysis was followed at intervals with the 
polarimeter. Control experiments showed that the N-glycosides, 
except piperidides, wee practically stable and did not change the 
rotatory power in the mixture of methanol and water which was 
used instead of acid, so long as the time was not prolonged over 
several hours. The concentration of the substances in absolute 
methylaleohol was 0.036 mol in glncosides of aniline derivatives, 
and 0.0196 mol in anillides of various sugars. The length of the 
polarimeter tube was dm. The temperature was 22-23°C. The 
rotatory power of 63.0 mg of equilibrated glucose, which were the 
amount of sugar to be liberated at the complete hydrolysis of 10 ce. 
of 0.036 mol solutions, was measured under the same conditions as 
those of the main experiments, and this value was taken as the 
basis for calculation of the percentages of hydrolysis in the cases 
of glucosides of substituted anilines. This basal value of the 
rotatory power was +0.29° at 22-23°C. The hydrolysis of anilides 
of other sugars was determined on the same principle. 


II. Hydrolysis of N-condensation products of 
glucose with aniline derivatives. 


It will be seen from Table II that the introduction of various 
groups into the ortho-position of the molecule of aniline exerted 
varying influences om the N-glucosidie unions. Aminophenol- 
glucoside was most semsitive to hydrolysis. The substitution of 
the hydroxyl group by a methoxy or ethoxy group decreased the 
susceptibility. Thus amisidine- or phenetidineglucoside was hydro- 
lyzed more slowly tham the glucoside of aminophenol. ‘There was 
no marked difference im the velocity of hydrolysis between anisidide 
and phenetidide. The presence of a methyl group was of less 
‘eonsequence than thatt of the groups. mentioned above. Yet, 
toluidide was still moore sensitive than anilide. Chloranilide 
showed a greater resistance to hydrolysis than anilide. N-glucoside 
of aminobenzoic acid was not hydrolyzed at all under the experi- 
mental conditions. The results mentioned above seem to indicate 
that the susceptibility of the glucosidie unions varies with the 
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degree of dissociation of aglucones; the aniline derivative which 
has a larger dissociation constant as a base, forms N-glucoside with 
higher susceptibility. 

As shown in Table III, the N-glucosides of para-substituted 
anilines were hydrolyzed in the same order as those of the ortho- 
series. The susceptibility toward hydrolysis decreased in the 
following order: anisidide or phenetidide, toluidide, anilide, and 
then chloranilide. The glucoside of p-aminobenzoic acid was not 
hydrolyzed under the conditions of the present experiments. The 
difference between the ortho- and the para-series was in a higher 
susceptibility of the latter over the former. 

The hydrolysis of the N-glucosides of 0- and p-aminobenzoic 
acids was performed at a higher acidity. It is indicated in 
Table IV that the glucosides were then hydrolyzed at different 
velocities. Contrary to expectations, the o-compound was found 
to be more sensitive than the »-compound. The esterification of 
the carboxylic group of the o-acid increased the susceptibility of 
the glucosidic linkage toward hydrolysis. It will be recalled in 
this connection that Kobayasi (1938) pointed out similar, ex- 
ceptional behaviours of aminobenzoie acids in the reactions between 
amino acids and methylglyoxal. He found that the greater the 
distance between amino and carboxyl groups in molecules of amino 
acids, the easier the reaction of methylglyoxal with the amimo 
group, while aminobenzoic acids were exceptions; o-acid reacted 
with methylglyoxal at a higher velocity than p-acid. : 

Table V shows that the glucoside of a-naphthylamine was 
slightly less resistant to hydrolysis than that of f$-compound. 
There was no marked difference in the influence of the benzene- 
and the naphthaline-nucleus on the firmness of linkages between 
“glucose and the amino groups which were attached to the nuelei. 


IV. Hydrolysis of anilides of various sugars. 


The condensed summary of the results is given in Table VI. 
The stability of the glycosidic unions decreased in the following 
order: [-rhamnoside, d-arabinoside, J-arabinoside, and d-xyloside in 
pentosanilides; glucoside, mannoside, and galactoside in hexos- 
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anilides; lactosides, and maltoside in anilides of disaccharides. 

Methylglucosanilides showed distinctly different degrees ox 
resistance toward acid hydrolysis according to the position and 
number of the methyl group in the molecule of glucose. It will 
be seen in Table VII that 6-methylglucosanilide was slightly more 
stable than the ordifiary glucosanilide, while 2-methyl- and n-tetra- 
methylglucosanilides were not hydrolyzed at the acidity of the 
present experiments. Employing 1N sulphurie acid solution in 
substitution for 0.1N solution, 2-methylglucosanilide was hydro- 
lyzed 15% after 60 minutes and 30% after 120 minutes, but. 
n-tetramethylglucosanilide was still stable under this condition. 
It can be concluded that the presence of the methyl group increased 
the stability of the glucosidie unions of methylglucosanilides, and 
that the action of the group became more marked with the approach 
of the group to C, of the glucose molecule and with the increase 
of the number of the group. 

~~V.. Piperidine-N-glucosides. 

Piperidides of various sugars, such as glucose, mannose, 
galactose, n-tetramethylglucose and arabinose were very unstable. 
They were hydrolyzed to considerable extents in the mixture of 
methanol and water. The rapid increase of basicity which was 
caused by the liberation of piperidine made it impossible to deter- 
mine accurately the velocity of the hydrolysis. 


a 


- SumMary. 


“1. N-condensation products of glueose with various aniline 
derivatives were synthesized, and the influence of the structure of 
aglucones on the hydrolysis of the glucosidic linkages by acid was 
studied. The introduction of hydroxyl, methoxy, ethoxy and 
methyl groups decreased the stability of the linkages, while 
chlorine, especially the carboxylic group increased the stability. 

2. Anilides of various sugars showed different degrees of 
resistance toward hydrolysis by acid. The susceptibility became 
greater in the following order: lactoside, and maltoside in the 
anilides of disaccharides; glucoside, mannoside, and galactoside in 
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hexosanilides; /-rhamnosides, d-arabinoside, l-arabinoside, and d- 
xyloside in pentosanilides. In methylglucosanilides the resistance 
increased with the approach of the methyl group to C, of the 
glucose molecule and with the increase of the number of the group. 
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BIOCHEMISCHES STUDIUM UBER DAS 
CHAULMOOGRAOL. 


Uber die Ausscheidung des Chaulmoograéls im Harn des 
mit Chaulmoogra6l injizierten Kaninchens. 


Von 


JOKITI KOYANAGI. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Kumamoto Medizinischen Fakultat, 
Vorstand: Prof. Dr. S. Kato.) 


(Hingegangen am 14. Dezember 1939) 


Das Chaulmoograél besteht hauptsichlich aus dem Glyzerid 
von Chaulmoograsiure und Hydnocarpussiure, beiden so seltenen 
eyclischen Fettsauren, die freilich im Tierkérper nicht zugegen, 
stark polarisierbar und gegen den Tierkérper giftig sind. Es ist 
biochemisch interessant, die Frage zu losen, was fiir einen Einfluss 
denn die Injektion des solcherart charakteristischen Chaulmoogra- 
ols auf das Tier ausiibt, und fiir welches Schicksal dann das dem 
Tierk6rper zugefiihrte Chaulmoogra6l bestimmt ist. Das kann, in 
Hinsicht auf die klinische Anwendung desselben bei Leprésen als 
eines einzigen Heilmittels, der Therapie eine wichtige Grund- 
kenntnis beibringen. Trotzdem wurde aber in dieser Richtung 
die Untersuchung noch nicht fortgefiihrt, was mich dazu veran- 
lasste, zundchst tiber die Ausscheidung des Chaulmoogradls im 
Harn des Tiers ein Experiment auszufiihren, um zu erforschen, 
ob- das dem Korper zugefiihrte Chaulmoogradl als solches, also 
nicht abgebaut, ausgeschieden wird, was der Untersuchung uber 
den Umsatz des mit Chaulmoograél injizierten Tierkérpers einen 
erundlegenden Beitrag gibe. 


EXPERIMENT. 


Man injiziert dem Kaninchen intravenis eine bestimmte Menge 
von Emulsion des Chaulmoograéls und misst die Menge yon im 
innerhalb 24 Stunden durch den Katheter entnommenen Harn 
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mone gesamten Fettstoffe und des Chaulmoogradls. 


A. Reinigung des Chaulnoograéls und Be Das 
der Emulsion. 


a) Reinigung des Chaulmoograéls: Man ftigt dem frischen 
Chaulmoogra6l aktivierte Kohle in Mengen von 5% zu, schiittelt 
etwa eine Stunde, lisst es einige Stunden lang stehen, filtriert es, 
fiigt die doppelte Menge Reinalkohol hinzu, schittelt eine Zeit lang, 
lisst es stehen und dekantiert den Obersatz. Nach Wiederholung 
dieses Verfahrens faingt man die Olschicht auf, lost im Ather auf, 
entfernt Wasser durch Natriumsulfat, filtriert und vertreibt den 
Ather durch Minderdruck. Das so behandelte Chaulmoograol ist. 
nahezu farblos und neutral; die Saurezahl=0,29 (nach der 
Reinigung) und =2,61 (vor der Behandlung), [a]>=+954,4°, die. 
Jodzahl=88, der Gehalt des Glyzerids der cyclischen, ungesattigten 
Fettsiure betragt, nach meiner spdter zu erwdbnenden Methode 
gemessen, 97%. 

b) Herstellung der Emulsion: Ich stellte ene Emulsion her, 
indem ich durch Anwendung von Protalbinsauresnatrium Fett-° 
stoffe dispergierte. - 

Herstellungsweise des Protalbinsauresnatriums: Nach Taba- 
yasi’scher Methode (1935) stellte man Protalbinsauresnatrium 
folgendermassen dar. Das unter der Minderwarme vertrocknete 
Hierweiss zerreibt man zu Mehlfeinheit, fiigt 1 n-NaOH zu, 
vermischt sorgfaltig, halt es eine Stunde lang bei 80°, filtriert 
nach der Abkiihlung; es entsteht eine klare braune Liésung, aus 
welcher durch Ansduerung mit Essigsiure eine grosse Menge — 
Niederschlag hervorgerufen wird. Dies lasst man eine Nacht lang 
bei Zimmertemperatur stehen, wischt nach Filtrierung den Nieder- 
schlag mit einer kleinen Menge Wasser, dialysiert ihn elektrisch, 
bewirkt Niederschlag durch Hinzufiigung von Alkohol, entfernt 
den Alkohol, fiigt bei Anreibung im Moérser n/2-NaOH nur 
portionsweise hinzu, bis sich eine schwache Alkalitat zeigt, bewirkt 
wieder durch Hinzufiigen einer grossen Menge. Alkohols_ die 
Fallung, filtriert sie ab, wascht sie geniigend mit Alkohol, wischt 
dann mit Ather und trocknet sie im Exsikkator unter Niederdruck. 
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Das solcherweise dargestellte protalbinsaure Natrium ist ein etwas 
gelbliches Pulver, das im Wasser loslich und schiumend ist. Es 
zeigt bei Anstellung der Biuretreaktion eine purpurrote Farbe. 
N-Menge betragt 14%, NH»-N-Menge 0,57% und Goldzahl 0,125. 
Das bei der Goldzahlbestimmung angewendete Goldsol ist rot und 
klar, dessen winzige, gleichmissig disperse Teilchen man unter dem 
Ultramikroskop beobachten kann. 

Herstellungsweise der Emulsion des Chaulmoograél. Als 
Beispiel wird hier die Herstellungsweise der 50 cem Emulsion des 
5%igen Chaulmoograéls erwaéhnt: man fangt 2,5 g Traubenzucker 
und 0,25g Protalbinsauresnatrium in einen Morser auf, reibt sie 
mit einer kleinen Menge Wasser so weit an, bis sie zihe wird, gibt 
mit einem Glasstab 2,5g Chaulmoograél tropfenweise in den 
Morser, reibt es mit kleiner Menge Wasser geniigend an, regelt 
das Abtropfen von Ol und Wasser, sodass beim Anreiben stets eine 
knisternde Zahigkeit erhalten bleibt; man emulgiert sorgfaltig und 
moglichst lange. Nach Zufiigung des 2,5 g Ols verdiinnt man die 
Emulsion unter staindigem Anreiben mit warmem Wasser auf 50 
eem und schittelt heftig. Entdeckt man unter dem Mikroskop 
grob, disperse Fetteilchen eingemischt, so zentrifugiere man sie 
30 Minuten lang mit einer Zentrifuge von 2000 Umdrehungen, 
entferne den Obersatz, filtriere durch entfettete Watte und bringe 
nach 5 minutigem Kochen in Gebrauch. Die also hergestellte 
Emulsion enthalt 5% Chaulmoogradl, 0,5% Protalbinsauresnatrium 
und 5% Traubenzucker. Solche Emulsion erhalt sich lange Zeit 
in-ihrem emulgierten Zustand, vermischt sich leicht mit Wasser, 
‘sie ist Pu 6,996. Ihre Fettteilchen dispersieren sich ganz fein 
und sind meistens weit kleiner als lu. Hierin vermischen sich 
keine groben Fettteilchen, die grésser als 2-3u sind. Die intra- 
‘vendse Injektion der grossen Dosis der 5% Emulsion wie 20.ccm 
pro kg Kérpergewicht ruft keine Fettembolie in der Lunge hervor 
und verursacht nur selten Himolyse, die geringgradige Hamo- 
-globinurie zur Folge hat. Aus der Untersuchung in vitro tiber die 
Hamolysitiit der Emulsion des 5%igen, neutralen Chaulmoograols 
ergibt sich, dass die Vermischung von 10fach verdiinnter Suspen- 
‘sion der Blutkérperchen des Kaninchens und der Emulsion zu 
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gleichen Teilen gar keine Hamolyse hervorruft, und dass zwar 
in der 5%igen Emulsion sich gesunkene Erythrocyten dunkelrot 
verfarben, aber in der unter 2,5% verdtinnten Emulsion keine 
Farbveriinderung auftritt. Ferner ergibt sich aus der Unter- 
suchung der Hiimolysitit des in der physiologischen Kochsalzlosung 
eelésten Protalbinsaurennatriums, dass erst in der Vermischung 
von 1,0% Losung mit 10fach verdiinnter Suspension der Blut- 
koOrperchen des Kaninchens sich die Blutkérperehen in Spuren 
himolysieren, wobei aber gesunkene Blutkérperchen sich nicht ver- 
farben, sondern hellrot bleiben. Aus obigen Experimenten ergibt 
sich, dass die himolysierende Kraft der Emulsion des 5%igen, 
neutralen Chaulmoograéls im Lebewesen auf das die Oberflachen- 
spannung herabsetzende Protalbinsauresnatrium zuriickzufiihren 
ist, und aus der Himolysepriifung in vitro ergibt sich, ‘dass die 
Farbverainderung des Himoglobins nicht auf der Wirkung von 
Protalbinsaurennatrium, sondern auf der des Chaulmoogradls 
selbst beruht. 


B. Bestimmungsmethode des Chaulmoogradls. 


Ich beabsichtigte, bei Kaninchen nach intravendser Injektion 
einer bestimmten Menge Emulsion des 5%igen Chaulmoogradls 
die gesamte Menge der Fettstoffe und des Chaulmoogradls im 
Harn innerhalb 24 Stunden zu messen. Da zur Bestimmung des 
Chaulmoogradéls in Fettstoffen bis jetzt keine Methode vorgeliegt, 
sah ihr mich veranlasst, zuerst nach einer geeigneten Bestimmungs- 
methode zu suchen. Es scheint mir, dass das Chaulmoograél nach 
Natzukow (1904) mit Formol eine Fallung (sog. Formolit) gibt, 
weil das Ol ein Glyzerid von Chaulmoograsiure und Hydnocarpus- 
sdure ist, und diese Fettsiiuren cyclisch ‘sind. Nach meinem Ex- 
periment ist mit einer geeigneten Menge konzentrierter Schwefel- 
sdure und Formol eine Fallung entstanden, die sich in Wasser 
und Fettlésungsmitteln nicht auflést. Mit verschiedenen tierischen 
Fettstoffen geben diese Reagenzien keine Fallung, aber mit Chole- 
sterin entsteht eine Fallung, die, weil sie sich im Fettlosungsmittel 
auflost, von Chaulmoograél-Formolit zu trennen ist. Formolit aus 
den Fettstoffen im Harn erweist sich also charakteristisch fiir 
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Chaulmoograol und lasst sich nach dem folgenden Verfahren 
quantitativ bestimmen, deshalb kann dieses Verfahren als Bestim- 
mungsmethode des Chaulmoograéls empfollen werden. 

Die Ausfiihrung dieses Verfahrens ist folgende. Man fingt 
das Chaulmoograél in ein Spitzglas auf, gibt unter Kiihlung die 
gleiche Menge konzentrierter Schwefelsiure tropfenweise aus der 
Mikrobtirette hinzu, vermischt sorgfaltig, fiigt dann 35% Formol 
dazu, halb so viel, wie die konzentrierte Schwefelsiure betrigt, 
zerstosst die entstandene Fiallung staubfein, fiigt dazu starkes 
Ammoniak-Wasser soviel, dass alles eine eigelbe Farbung annimmt, 
filtriert im Gooch-Ziegel mit Asbest, wischt geniigend mit Wasser, 
warmem Aceton und Ather, trocknet so weit, dass die Menge bei 
60° konstant bleibt, und misst die Menge. Maultipliziert man den 
gemessenen Wert mit 4/5, so erhalt man die Menge des Chaul- 
moogradls. Das Ergebnis der Messung ist folgende: Man _ ver- 
wendete 0,025 ¢, 0,05 ¢, 0,1g, 0,15¢, 0,2¢ von dem, nach oben 
erwahnter Methode raffinierten Chaulmoograé] und konnte den 
Wert vom Maximum 101,8%, Minimum 95,4% und Durchsehnitt 
97,2 bestimmen. Da die freien Fettsiuren und deren Ethylester 
mit Formolit nichts zu. tun haben, so wird hier nur das un- 
veranderte Chaulmoogra6l bestimmt. Diese Bestimmungsmethode 
kann auch zur Priifung der Reinheit des Chaulmoogradlspra- 
parates verwendet werden. Versuchsweise habe ich dann nach 
der obigen Methode das Chaulmoograél im Harnfett bestimmt. 
Eint bestimmte Menge Chaulmoograél (0,025 g, 0,05 ¢, 0,1g) wird 
mit 0,05¢g Olivenél, 0,1 g Lecithin, 0,01g Cholesterin vermischt, 
mit dem frischen, durch Essigsiure neutralisierten Harn’ des 
Kaninchens emulgiert, in den Fliissigkeitsextrakter aufgefangen 
und mit Ather ausgezogen. Verwendet man die obige Bestim- 
mungsmethode auf die solcherweise extrahierten Fettstoffe, so kann 
man den Wert des Chaulmoogradls vom Maximum 102,4%, 
Minimum 91,6% und Durehschnitt 98,0% bestimmen. Also kann 
man diese Methode fiir das Experiment der Ausscheidung des 
Chaulmoograéls in den Harn verwenden. . 

Die Ausfiihrungsmethode ist folgende: Die gesamte Menge des 
frischen mit dem Katheter entnommenen Harns des Kaninchens 
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neutralisiert man mit Essigsiure, trigt ihn als bald in den Fliissig- 
keitsextrakter iiber und extrahiert 24 Stunden lang mit. Ather. 
Die Extraktionsfliissigkeit wird in den Kjeldahlkolben (100 cem) 
iibertragen, wird nach vollstandiger Verteilung von Ather und 
Wasser unter Minderdruck mit wasserfreiem Ather extrahiert, 
durch Asbestfilter filtriert, im Kakiuchi’schen Vakuumdestillator 
(1911) 3 Stunden lang gekocht, um das in die Harnfettstoffe 
eingemischte Phenol zu beseitigen, und dann gemessen. Diese 
Fettstoffe werden mit einer kleinen Menge von wasserfreiem Ather 
in ein Spitzglas iibertragen und nach vollstindiger Entfernung 
des Athers der Bestimmungsmethode des Chaulmoograéls unter- 


zogen. 


C. Experimentelle Beobachtungen. 


Erstes Experiment. Die Messung wird 3 Tage lang nach 
l-maliger Injektion der 5%igen Emulsion 10 ¢em pro kg Korper- 
gewicht ausgefiihrt. 


TABELLE I, 

Kaninehen Nr. il 2 3° 4 
Korpergewicht kg 1,735 1,500 1,690 1,380 
injizierte Menge g 0,87 0,75 0,85 | 0,69 

Harn , eem 160 120-7) S100), }ee106 
L | Harnfett g 0,0013 | 0,0328 | 0,0004 | 0,0009 
Chaulmoograol g 0 0,0170 0 : Oar 
a pe eS ee | Cee 
$ Harn : ecm 195 175 140 150 . 
3 2 Harnfett g 0,0007 0,0006 0,0007 | 0,0019 
2 Chaulmoogradél g 0 0 0 0 
Harn ecm 110 125 150 120 
Harnfett gz 0,0014 | 0,0006 | 0,0001 | 0,0037 
Chaulmoogradél g one 0 0 0 
| 
B ale Sw ore Qcea = . ¥. | 
emerkenswert ist, dass beim Kaninchen Nr. 2. 0,017 g. 


Chaulmooeradél i : a i Je: Fao Aes 
costa) in 0,0328 g Harnfettstoffen im, 24 stiindigen Harn 
enthalten ist. : 
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Zweites Experiment. Man injiziert tiglich einmal 5% Emul- 
sion 5ccm pro kg Koérpergewicht wnunterbrochen 5 mal. 


TABELLE IT. 


Kaninehen Nr.” 5 


Korpergewicht kg 2,350 1,880 | 1,880 
eS Injizierte Menge g 0 0 0 
cs Harn ecm 165 160 160 
= Harnfett | g 0,0005 0,0002 | 0,0006 
s Chaulmoograél Zz 0 0 0 
Injizierte Menge g 0,59 0,46 0,46 
4 Harn ecm 225 210 180 
Harnfett g 0,0011 0,0003 | 0,0655 
Chaulmoograél ~ g 0 0 0,0051 
Injizierte Menge g 0,58 0,45 0,46 
. Harn ecm 200 200 200 
2 Harnfett g 0,0011 0,0004 | 90,0009 
2 Chaulmoogradélt g 0 0 0 
z Injizierte Menge g 0,58 0,45 0,46 
. Harn ecm 230 120 180 
“ | Harnfett ; g 0,0019 0,0014 | 0,0007 
Chaulmoogradl zg 0 0 0 
Injizierte Menge g 0,58 0,46 0,46 
y, Harn ‘ecm 205 145 165 
Harnfett gz | 0,0028 0,0005 | 0,0018 
Chaulmoograol 0 0 0 
Injizierte Menge _ 0,58 0,46 0,48 
Harn : 160 145 185 
° | Harnfett g | 0,0018 0,0013 | 0,0037 
Chaulmoograol g 0 0 0 


Beim Kaninehen Nr. 8. ist nach der ersten Injektion von 
0,46 g Chaulmoograé! 0,0051 g Chaulmoograél in 0,0655 g Harnfett 
enthalten. Das Aussehen des Harnfettes ist wachsartig wie 
Chaulmoograél. Das kommt daher, dass der grésste Teil des Harn- 
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fettes sich als die Fettsiure des Chaulmoogradéls erweist, weil sie _ 


nach dieser Methode keinen Niederschlag gibt. Alle tibrigen 
Fiillen sind negativ oder geben nur Spuren eines Niederschlages. 

Drittes Experiment. Dasselbe Experiment wie das zweite ; 
wurde bei jiingeren Kaninchen angestellt, wobei aber eine Aus- 
scheidung des Chaulmoograéls in den Harn nicht konstatiert 
werden konnte. 


TABELLE III. 


Kaninchen Nr. 9 11 12 
Korpergewicht . kg 1,090 1,100. 1,190 
=| Injizierte Menge g 0 0 0 
o Harn ecm 70 170 170 
& | Harnfett g 0,0004 0,0002 | 0,0017 
~ 
= Chaulmoograoél g AL 0 0 
Injizierte Menge zg | 0,29 0,28 
1 Harn ecm 100 120 
Harnfett g 0,0011 0,0006 
Chaulmoogradél g 0 0 
Injizierte Menge g 0,28 0,28 
3 Harn ecm 120 170 
2 Harnfett z | 0,0004 0,0017 
4 Chaulmoograél g 0 0 
s Injizierte Menge g 0,28 0,28 
3 Harn eem 120 180 
Harnfett gz 0,0009 0,0007 
Chaulmoogradél Zz 0 0 
Injizierte Menge awe 0,28 0,29 
Z Harn - eem 120 180 
Harnfett g 0,0008 0,0030 
Chaulmoogradl z 0 0 
Injizierte Menge 0,28 0.28 
5 Harn eem 90 140 
Harnfett g 0,0011 0,0011 
Chaulmoograél g 0 0 
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SCHLUSSFOLGERUNG. 


Aus obigen Ergebnissen wird folgendes geschlossen : 

Injiziert man intravends eine grosse Dosis des Chaulmoogradls, 
so wird das Chaulmoograédl in einer Minderzah] der Falle un- 
verandert in den Harn mit Sicherheit ausgeschieden. 

Bisher hat eime Bestimmungsmethode des Chaulmoograols 
nicht vorgelegen. In dieser Mitteilung befiirworte ich eine 
Bestimmungsmethode des Chaulmoogradls? 


LITERATUR. 
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STUDIEN ZUR ZYMASEANALYSE. 
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KICHINOSUKE SUGAYA. 


- (Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Medizinischen Al:ademie 
zu Chiba. Direktor: Prof. Dr. 8. Akamatsu.) 


(Eingegangen am 20. Dezember 1939) 

_ Kobayashi (1936) teilte mit, dass er aus dem wiissrigen 
Extrakt von “Ebios”, einem Trockenhefepriparat, durch Azeton- 
zusatz zwei Fraktionen bekam, namlich Fraktion I, die durch 
Y% Volumen <Azeton fallbar ist, und Fraktion II, die nach dem 
Abzentrifugieren der vorigen Fraktion weiter aus der iiberstehen- 
den Lésung durch 3 Volumen Azetonzusatz gefallt wird und auf 
Brenztraubensiure stark decarboxylierend einzuwirken imstande 
ist. ; 

Ich habe diese Versuche fortgesetzt und beobachtet, dass jede 
einzelne Fraktion an sich Fruktose nur ausserst schwach vergirt, 
aber dass, falls beide Fraktionen zusammengemischt auf Fruktose 
wirken, eine starke Garung zu beobachten ist (Versuch 1). Dabei 
schwankt aber unvermeidlich die Induktionsdauer mehr oder 
weniger, was vielleicht durch verschiedene. Zimmertemperatur bei 
der Darstellung der beiden Fraktionen verursacht wird. Fraktion 
I aus 2 ¢ Ebios wog 0,15 g und enthielt 12,3% N, Fraktion II wog 
0,2 ¢ und enthielt 9,4% N. ; 

_ Zuerst habe ich untersucht, wie die verschiedenen Hexosephos- 
phorsaureester einerseits durch Fraktion I und II vergoren werden 
und wie die Anwesenheit des einzelnen Esters die Induktionsdauer 
der Fruktosegirung durch jene beiden Fraktionen beeinflusst wird. 
Da Acetaldehyd bekanntlich die Induktionsdauer der Zuckergarung 
verkiirzt (Versuch 2), habe ich bei der Phosphorsadureestergarung 
auch den Einfluss des Acetaldehydzusatzes gepriift. 

Hexosediphosphorsiure wird nicht, auch bei Anwesenheit des 
Acetaldehyds, vergoren, sie fordert aber die Fruktosegirung wie 
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Acetaldehyd {Versuch 3A). Embdenester wird vergoren (Ver- 
‘such 3B); die Gasentwicklung beginnt dabei ohne erkennbare 
Induktionszeit sogleich, die Geschwindigkeit der Garung. ist. aber 
langsam. Acetaldehyd iibt dabei fast keinen Einfluss aus. Die 
Fruktosegiirung beginnt bei Anwesenheit des Embdenesters 
sogleich nach Fermentzusatz. Neubergester und Coriester ver- 
halten sich wie Embdenester (Versuch 3C u. D). Der Coriester 
vergirt aber langsamer als andere Monoester und seine Anwesen- 
heit verkiirzt die Induktionsdauer der Fruktosegiirung nicht be- 
sonders. Im grossen und ganzen verlauft der Zuckerabbau durch 
das Gemisch von beiden Fraktionen wie durch Trockenhefe. Wie 
oben erwihnt, bewirkt jede von beiden Fraktionen an sich keine 
Fruktosegdrung. Deshalb habe ich Untersuchungen daritiber an- 
gestellt, wie die Zymasekomponenten an beiden Fraktionen verteilt 
sind. ; ney 

Es wurde erhitzte Lésung der Fraktion I hergestellt und mit 
Fraktion II gemischt. Durch dieses Gemisch wurde Fruktose 
selbst bei Anwesenheit von Acetaldehyd, Hexosediphosphat und 
MgCl, nicht vergoren. Dies zeigt, dass ein vollstandiges Apo- 
zymasesystem in Fraktion II nicht enthalten ist. Carboxylase ist 
in Fraktion II vorhanden, daher ist das Gemisch der Fraktion 
I und der erhitzten Fraktion II-Lésung selbstverstindlich nicht 
garfahig. 

Dann wurden Untersuchungen dariiber ausgefiihrt, ob die 
Fraktion I imstande sei, die Fruktose in irgendein Zwischen- 
produkt zu tiberfiihren, das weiter durch die Fraktion II vergoren 
wird. Nach einstiindiger Einwirkung der Fraktion I auf Fruktose 
wurde die Versuchslésung erhitzt und mit Fraktion II versetzt. 
Gas-Entwicklung konnte nicht beobachtet werden (Versuch 4 A). 
Wenn aber die Fraktion I mit der erhitzten Fraktion II-Lésung © 
zuerst auf Fruktose einwirkte und nach ‘Erhitzung erneute Kin- 
wirkung der Fraktion II folgte, konnte eine nicht unbetriichtliche 
Garung beobachtet werden (Versuch 4B u. C): Zusatz von 
Hexosediphosphat blieb ohne Einfluss. Dieser Versuch zeigt, dass 
Uberfithrung der Fruktose in ein Zwischenprodukt, das durch 
Fraktion II vergoren wird, einer Zusammenwirkung der Frak- 
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tion I und des thermostabilen Bestandteils der Fraktion IT bedarf. 
Ich habe dieses Zwischenprodukt noch nicht chemisch untersucht. 
Als ein bekanntes Zwischenprodukt des Zuckerabbaus habe ich 
aber Phosphoglycerat gewihlt und sein Verhalten gegeniiber 
Fraktion I+II gepriift. 

Phosphoglyecerinsiure wird durch Fraktionen I + IT fast in 
gleicher Geschwindigkeit wie der Coriester, also langsamer als der 
Neubergester vergoren (Versuch 3E). Acetaldehyd oder Hexose- 
diphosphatzusatz bleiben dabei ohne Einfluss. Bei alleiniger Ein- 
wirkung der Fraktion I oder II auf das Phosphoglycerat entsteht 
fast keine Kohlenséure. Falls man Fraktion I zuerst eine Stunde 
auf das Phosphoglycerat, dann nach Erhitzung weiter Fraktion II 
einwirken lasst, ist fast keine CO.-Entwicklung zu beobachten 
(Versuch 5 A). ; 

Phosphoglycerinsiure ist andererseits imstande, die Angirung 
der Fruktose betrachtlich abzukiirzen (Versuch 3E). Falls nun 
Fraktion I auf das Gemisch von Fruktose und Phosphoglycerin- 
siure eine Stunde einwirkt und darauf nach Erhitzung die 
Wirkung der Fraktion II folgt, entwickelt sich CO, ziemlich schnell 
(Versuch 5B). Beriicksichtigt man den oben erwihnten Versuch, 
dass namlich Fruktose allein durch stufenweise Wirkung der 
beiden Fraktionen keine COz2-Entwicklung zeigt, so kann man 
sagen, dass Fraktion I aus dem Gemisch von Fruktose und Phos- 
phoglycerat entweder Brenztraubensdure oder eine in die Brenz- 
traubensaure leicht iiberfiihrbare Phosphobrenztraubensdure bildet. 
Anwesenheit von Phosphoglycerat ist unentbehrlich. Bei diesem 
Prozess kann man statt der Fraktion I die dialysierte Fraktion ~ 
I+erhitzte Lésung der Fraktion II gebrauchen, wie der folgende 
Versuch ergab. 

Ich habe das klare Zentrifugat der Fraktion I baw. 1-Losung 
dialysiert. Falls das Dialysat der Fraktion I auf ‘das Gemisch 
von Fruktose und Phosphoglycerat eine Stunde einwirkt ynd 
darauf nach einer Stunde die Wirkung des Dialysats der Fraktion 
II folgt, wird keine Girung beobachtet (Versuch 8 A). Falls 
aber andererseits bei der erststufigen Wirkung der Fraktion I 
gleichzeitig die erhitzte Lisung der Fraktion IL vorhanden ist, 
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entwickelt sich CO» bei der zweitstufigen Wirkung des Fraktion 
II-Dialysats (Versuch 8 B). 

Zur Uberfiihrung des Gemisches von Fruktose + Phosphogly- 
cerat in Br enztraubensiure oder eventuell in Phosphobrenztrauben- 
siiure ist-also das nicht dialysierbare Apoferment der Fraktion I 
und das dialysierbare Co-Ferment in derselben Fraktion erforder- 
lich, das letztére aber kann durch erhitzte Lésung der Fraktion IT 
ersetzt werden. é 

Phosphoglycerinsaurebildung aus Hexosediphosphat erfolgt 
andererseits bekanntlich unter Mitwirkung der Co-zymase und des 
Adenylsiiuresystems bei Anwesenheit von Hexose und Acetaldehyd. 
Diese Reaktion kann man auch statt durch Holozymase durch das 
Apoferment der Fraktion I+erhitzte Losung der Fraktion II be- 
kommen. 

Das Gemisch ' Fraktion I-Dialy Oe eaion Il pene leb- 
hafte COz.-Entwicklung aus Fruktose + Hexosediphosphat + Acet- 
aldehyd+MeCl, (Versuch 7A). Ich habe auch eine schnelle 
Angarung von Fruktose + Hexosediphosphat + Acetaldehyd + MgCl, 
durch dialysierte Fraktion I+dialysierte Fraktion IJ+erhitzte 
Losung der Fraktion II beobachtet (Versuch 7B). Ohne Hexose- 
diphosphat erfolgt aber keine CO.-Bildung (Versuch.7 A). Wenn 
man die Fruktosegarung durch Fraktion I+II und ihre Be- 
schleunigung bei Hexosediphosphatzusatz in Betracht zieht, so ist 
also: das dialysierbare Co-Ferment der Fraktion I zur Phosphorie- 
rung der Hexose notig. Wird das Hexosediphosphat einmal 
gebildet, ist zu seinem weiteren Umsatz das Co-Ferment der Frak- 
tion IIT erforderlich, das der Fraktion I aber kann fehlen. Der 
Abbau des Hexosediphosphats soll tiber. Phosphoglycerinsiure er- 
folgen. Das gebildete Phosphoglyeerat kann dann, wie oben er- 
* wahnt, durch dialysierte Fraktion I+erhitzte Fraktion I1-Liésung 
weiter in Brenztraubensiure oder in Phosphobrenztraubensdure 
tiberfiihrt werden, welche beide durch Fraktion II vergirbar sind. 

Der Umsatz von Hexosediphosphat in Phosphoglycerat erfolgt, - 
soweit untersucht, méglicherweise durch dialysierte Fraktion I+ 
erhitazte Fraktion I[-Losung. Denn nach einstiindiger Einwirkung 
von dialysierter Fraktion I+erhitzter Fraktion Il-Lésung auf 
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Fruktose und Hexosediphosphat, darauf folgender Erhitzung und 
erneuter Einwirkung von Fraktion IJ, konnte eine schwache, doch 
deutliche Girung beobachtet werden (Versuch 9A). Wenn bei 
diesem Versuch das Hexosediphosphat noch eine Stunde mit der 
dialysierten Fraktion I vorbehandelt wurde, war nimlich die 
Garung in der letzten Stufe durch die Fraktion II allein ziemlich 
lebhaft (Versuch 9B). : 

Ferner habe ich einen Versuch iiber die Phosphorsiurever- 
esterung der Fruktose durch Fraktion I und II durchgefiihrt 
(Versuch 10). Ohne Acetaldehyd ist die Induktionsdauer der 
Angarung lang und wahrend dieser Zeit bleibt der Veresterungs- 
grad gering. Falls aber Acetaldehyd zugesetzt wird, ist eine 
betriachtliche Phosphorierung schon von Anfang an zu beobachten. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Zymase wurde in zwei Fraktionen geteilt. Jede Fraktion 
besteht wieder aus dem nicht-dialysierbaren und dialysierbaren 
Teil: ApoF. I und CoF. I bzw. ApoF. II und CoF. II. 

2. Uberfiihrung des Hexosediphosphdts in Phosphoglycerat 
erfolet bei Anwesenheit von Glukose dureh die Wirkung von ApoF. 
I und CoF. II statt. 

3. Phosphoglycerinsiure wird bei Anwesenheit von Glukose 
durely ApoF. I und CoF. II in Brenztraubenséure oder in Phos- 
phobrenztraubensaure umgesetzt. 

4. ApoF. II + CoF. II sind als Carboxylase wirksam. 

5. Zur Phosphorylierung der Hexose ist CoF. I unentbehr- 


lich. 


_ EXPERIMENTELLER TEIL. 


1. Herstellung der Fermente: 

2¢ Ebios, Trockenhefepriparat der Dainippon-Bier-Gesell- 
schaft, Tokyo, wird mit 10 cem Wasser 10 Minuten umgeriihrt und 
dann 10 Minuten (3000 Umdrehung pro. Min.) zentrifugiert. Un- 
gefiihr 6cem etwas getriibter Lésung werden gewonnen. 6 eem so 
hergestellten Extrakts werden dann unter Biskiihlung mit 3 eem 


Azeton versetzt und zentrifugiert. Der dabei entstehende Boden- 
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satz ist Fraktion I.. Die iiberstehende klare, gelbliche Lésung wird 
wieder in der Kilte mit 30cem Azeton versetzt. Der abgeschleu- 
derte Niederschlag ist dann Fraktion HT. Jede Fraktion wird _ 
durch Azeton-Ather-Behandlung in Trockenpulver tiberfiihrt und 
‘im Exsikkator aufbewahrt. 

Fraktion IL ist carboxylasehaltig und in jeder Jahreszeit 
herzustellen, die wirksame Fraktion I ist aber nach meiner~ Er- 
fahrung nur zu bekommen, wenn die Zimmertemperatur unter 18°C 
bleibt. Das Girvermégen von Ebios ist stark, doch es schwankt 
naturgemiss etwas. Aus demselben “Stockpraparat” kann man 
aber nach dem oben erwahnten Verfahren jedesmal fast gleich- 
wirksame Fraktionen I und II herstellen, solange die Zimmer- 
temperatur nicht tiber 18°C steigt. Bei dieser Gelegenheit mochte 
ich der oben genannten Firma, die mir Ebios reichlich zur Ver- 
fiigung gestellt hat, meinen herzlichen Dank sagen. 

Bei den Versuchen wurde, wenn nicht besonders angegeben, 
Fraktion I in 3eem Wasser, Fraktion II in 5ecem Wasser gelost. 
Fraktion I wiegt durchschnittlich 0,15 g, enthalt 0,018 g Kjeldahl-N 
und 0,14mg anorganisches P. In dieser  Fraktion ist eine 
wasserunlosliche Masse reichlich vorhanden. Die von dieser ab- 
geschleuderte Lésung der Fraktion I ist nur gering getriibt. 

Fraktion II wiegt durchschnittlich 0,2¢, enthalt 0,019 ¢ 
Kjeldahl-N und 8,5 mg anorganisches P. Sie ist fast ganz wasser- 
loshich. Durch Zentrifugieren wird eine ganz klare, schwach 
-gelbliche Lésung erhalten. 

Bei der Dialyse der Fraktion I oder II wurde die klar zent- 
rifugierte Loésung jeder Fraktion in einen kleinen Kollodiumsack 
gefiillt, in 500 ccm destilliertem Wasser suspendiert und 18 
Stunden in den Hisschrank gestellt. Die Losung triibte sich in 
geringen Grade, sie wurde aber ohne Zentrifugieren fiir den 
Versuch verwandt. sr 

Erhitzte Losung der Fraktion II wurde auf folgende Weise 
hergestellt.. Fraktion IT wurde in 3 cem Wasser gelést, im Wasser- * 
bad von 80°C oder 100°C 3 Minuten erhitzte und von koaguliertem 
Eiweiss durch Zentrifugieren befreit. Eine klare, strohgelbe 
Lésung wurde erhalten. 
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2. Substrate: 

1) Fruktose (Kahlbaum). 

2) Hexosediphosphat. Candiolin (Bayer) wurde nach Neu- 
berg und Sabetay (1925) gereiniet. 

Analyse: CgHi90s,(PO4Ca)o. .. .416,3 

Gesamt-P ber. 14,9%, gef. 14,8%. 

3) Neubergester wurde nach Neuberg (1918) aus gereinig- 
tem Candiolin durch partielle Hydrolyse mittels Oxalsiiure bereitet. 

Analyse: CgHi1103(PO.Ca) - H20. . . .316,244 

Gesamt-P ber. 9,81%, gef. 9,77%. 

4) Embdenester, Barium-Hexose-6-Phosphat, wurde nach 
Ostern, Guthke und Umschweif (1937) hergestellt. Das iiber 
Phosphorpeutoxyd bei 60° getrocknete Priparat ergab bei der 

Analyse: ~ CgH1,03(PO.Ba) ... .397,54 

Gesamt-P ber. 7,88%, gef. 7,2%. 
_ Ostern und seine Mitarbeiter haben auch 7,3% gebundenen 
P gefunden. 

5) Coriester, Glukose-1-phosphorsaures Barium, wurde nach 
Cori, Clowick und Cori (1937) aus Acetobromglukose und 
Silberphosphat bereitet. Nach Angabe dieser Autoren sind 3 
Molekiil Krystallwasser schwer zu entfernen, daher habe ich das 
Bariumsalz einfach bei 100° zur Gewichtskonstante getrocknet und 
analysiert. , 

Analyse: CgH1,05(POsBa) - 3H20... .449,58 

Gesamt-P_ ber. 6,9%, gef. 6,87%. 

6) _ Phosphoglycerinsiiure wurde als Bariumsalz nach 
Neuberg und Vercellone (1935) hergestellt; Glukose wurde bei 
Anwesenheit von Hexosediphosphat und Acetaldehyd unter Zusatz 
von Flourid 3 Stunden vergoren und, aus dem klaren Zentrifugat 
nach Entfernung des anorganischen Phosphat die Phosphoglycerin- 
siure als Bariumsalz niedergeschlagen und mittels Alkohols um- 
gefallt. 

Analyse: C3H;07(PO4Ba) - 3H.20... .375,44 

Gesamt-P _ber. 12,10%, ef. Pe 
Sowohl Phosphorsiiureester der Hexose als Phosphoglycerat 
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wurden durch Doppelumsetzung mit Kaliumsulfat. oder Kalium- 
oxalat in Kaliumsalz iiberfiihrt und ihre 1M Losung fiir die 
Versuche gebraucht. Nur der Coriester wurde in M/4 Losung 
jiberfiihrt. 1M Losung des Acetaldehyds wurde jedes Mal frisch 
bereitet. : 


3. - Pufferlosung: 
M/10 Phosphat und M/2 Acetatgemisch. Pu 6. 


4. Bestimmungsmethode: 


Zur Messung des entwickelten CO2-Gasvolumens wurde der 
Apparat van Kobayashi (1936) benutzt. Der Versuch wurde 
bei 37° im elektrisch regulierten Wasserbad ausgefiihrt. ; 

Fruktose, Hexosephosphat oder Phosphoglyceratlésung wurden 
jedes Mal in den Seitenast des Troges einpipettiert. Im Haupt- 
raum des Troges waren Puffer und Fermentliésung, ausserdem je 
nach der Vorschrift Acetaidehyd und MgCl,y vorhanden. Vorherige 
CO.-Sattigung wurde nicht ausgefiihrt. Temperaturausgleich und 
Volumenveranderung waren in 20-25 Minuten beendet, dann wurde 
der Inhalt des Seitenastes durch starkes Schiitteln in den Haupt- 
raum eingegossen und die Volumzunahme zeitlich gemessen. Uber 
das Verfahren der Volummessung siehe die Beschreibung von 
Kobayashi (1936). 


. ERGEBNISSE. 
1. Priifung der Garfahigkeit der Fraktion I und II. 

Zum Vergleich wurde die Fruktosegérung mit 6 cem wissrigen 
Ebiosextraktes ausgefiihrt. Wie oben erwahnt, wurden Fraktion I 
und IT aus diesem Volumen Extrakt hergestellt. 

a) Wiassriger Ebiosextrakt 6 eem+M/10 Phosphatpuffer 2,0 eem + Wasser 
3 cem-+-1 M Fruktose 1,0 cem. 
b) Fraktion I in .3ceem Wasser+Fraktion II in Seem Wasser+M/10 


Phosphat 2,0 cem+ Wasser 1eem+1M Fruktose 1,0 cem. 


¢) Fraktion I in 3eem Wasser+M/10 Phosphat 2,0 ceem+Wasser 6 cem 
+1M Fruktose 1,0 cem, 


ad) Fraktion II in 5 ecm Wasser+M/10 Phosphat 2,0 cem+4 ecm Wasser 
+1M Fruktose 1,0 cem. 


. 
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ay b Care d 
By 2,25 cem 0,70cem 0,60 ecm 0,25 cem 
10’ 5,35» 1,20 » 0,70 » 0,30.» 
20° 7,00 2 3,80 » 1,10 » 0,40 » 
30’ 11,10 » 8,00 » 1,50 » 0,50 » 
40° 12,50 » cspy isi) Eb 1,65 » 0,55 » 
5 13,70 » 9,30 » 1,90 » 0,55 » 
60’ 14,30 »- 9,90 » 2,10 » | 0,55» 


to 


Einfluss des Acetaldehyds auf die Induktionsdauer der Fruk- 
tosegdrung. 


a) Wassriger Ebiosextrakt 6cem+M/10 Phosphat 2,0 cem+ Wasser 
3cem+1M Fruktose 1,0 cem. 

b) Wassriger Ebiosextrakt 6cem+M/10 Phosphat 2,0eem+1M Acetal- 
dehyd 1,0 cem+ Wasser 2 ccm+1M Fruktose 1,0 ecm. 

ce) Fraktion I in 3cem Wasser+Fraktion II in 5eem Wasser + M/10 
Phosphat 2,0 eem-+ Wasser 1 cem+1M Fruktose 1,0 cem. ; 

d) Fraktion I in 3eem Wasser+Fraktion II in 5ecm Wasser+ ¥/10 
Phosphat 2,0cem+1M Acetaldehyd 1,0eem+1M Fruktose 1,0 cem. 


Fraktion I u. II 


Ebiosextrakt 


ohne mit ohne | mit 
- Acet- Acet- Acet-— Acet- 
aldehyd aldehyd aldehyd aldehyd 
5” 2,25 ecm 3,25 ecm | 0,75 eem 2,10 can 
10’ 5,35 » BAS gn to 1.2049 3,75 » 
20’ 7,55» 685 > 5,00 » | 7,00 » 
30° 11,10 » 10,80 » Pe OOD ae ne mea 20 
40’ 12,20 » 12,20 » 10,40 » 10,30 » 
50’ 12,80 » BO om, | 11,10 » 11,60 » 
60’ 13,30 » 13,05 » 11,70 » 12,70 » 


3. Gérung der verschiedenen Hexosephosphate oder des Phospho- 
glycerats und ihr Einfluss auf die Fruktosegarung. 
Vorliegende Versuche hindurch wurden als Fermentlésung 
Fraktion I in 3ecem Wasser und Fraktion IT in 5eem Wasser und 
als Puffer 2cem Phosphat verwandt. Im Hauptraum des Troges 
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befand sich ausserdem unter Umstiinden 1,0 eem Acetaldehyd und 
0-1,5 eem Wasser, um bei Beginn der Girungsversuche, d.h. nach 
dem Hingiessen der im Seitenast vorhandenen Substratlosung 
(Phosphorsiinreester- oder ausserdem Fruktoselosung) das gesamte 
Volumen auf 12 cem zu halten. 


A. Hezxosediphosphat. 


-1) M/2 Hexosediphosphat 1,0 cem. 
2) M/2 Hexosediphosphat 1,0 cem+M Acetaldehyd 1,0 ccm. 
-3) M Fruktose 0,5 cem+M/2 Hexosediphosphat 1,0 ccm. 
4) M Fruktose 0,5 cem+ M/2 Hexosediphosphat 1,0eem+M Acetal- 
dehyd 1,0 cem., 


ee 1 2 3 aes 4 

5” 0,20 eem 0,20 ecm 1,20 eem 1,70 eem 
10° 0,25 » 0,25 » ATS) 3,59 » 
20’ 0,30 » 0,30. » 1 69S 6,75 » 
30 0,30 » 0,30 » 9,25 » S15) 2m 
40° 0,30 » 0,30 » 9,75 » 9,70 » 
50’ 0,30 » 0,30 » 10,25 » 10,80 » 
60’ 0,30 » 0,30 » 10,75 » 11,30 » 

B. Embdenester. : 


1) M Hexose-mono-phosphat 0,5 ecm. 

2) M Hexose-mono-phosphat 0,5cem+M Acetaldehyd 1,0 eem. 

3) M Fruktose 0,5 cem+M Hexose-mono-phosphat 0,5 cem, 

4) M Fruktose 0,5 cem+M Hexose-mono- -phosphat 0,5 eem+M ae, 
~ taldehyd 1,0 cem. 


as 2 3 4 
5° 1,75 eem 2,00 eem 1,70 ecm 2,25 cem 
10’ 2,75 » 2p) 2? 2,80 » ~ 3,60 » 
20° 3,50 » 3,50 » 5,70» G75 s95 
30’ Bey foy 40 3,75» * 8,40 » 8,70 » 
40’ 4,00 » 3,90 » 9,80 » 9,90 » 


50° 4,10. pede] 4510 oo 11,25 » 11,20 » 
60° 4,20» 4,20 » 11,85 » | 11,80 » 
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CG. Neubergester. 
Le M Hexose-mono-phesphat 0,5 ecm. 
2) M Hexose-mono-phosphat 0,5 eem-+M Acetaldehyd 1,0 cem. 
3) M Fruktose 0,5 cem+M Hexose-monophosphat 0,5 cem. 
4) M Fruktose 0,5 cem+M Hexose-mono-phosphat 0,5cem+M Ace- 
taldehyd 0,5 cem. 
1 2 3 4 
5 2,00 cem 2,10 eem 2,50 cem 3,25 ecm 
10° 3,2) 3,20 » 6,25 » 6,30 » 
20" 4,20 » 4,10 » fife 22) 8,75 » 
30° 4,75 » 4,75 » 10,10 » 10,10 » 
40° 5,30 » 5,30 » 11,65 » 11,50 » 
50 a,fa » d,75 » 12,60 » Om 3s 
60’ 6,00 » 6,00 » 13,40 » 13,20 » 
D. Coriester. 
1) M/4 Glukose-1-phosphat 2,0 cem. 
2) M/4 Glukose-l-phosphat 2,0 eem+M Acetaldehyd 1,0 cem. 
3) M Fruktose 0,5eem+M/4 Glukose-1-phosphat 2,0 ecm. 
1 2 3 
By 0,69 eem 1,00 eem 0,75 eem 
10’ 1,10 » Ly BE 1,50 » 
20’ 2,65 » 3,25 » 6,50 » 
30° 3,23 » sya 10,50 » 
40’ 3,00 » 4,00 » 12,60 » 
50’ Sta 9 4,25 » 13,50 » 
60’ 4,00 » 4,50 » 14,00 » 
E. Phosphoglycerat. 
; 1) M Phosphoglycerinsiure 0,5 eem. 
2) M Phosphoglyserinsiiure 0,5cem+M Acetaldehyd 1,0 ecm. 
3) M Phosphoglyeerinsiure 0,5 eem-++ M/2 Candiolin 1,0 ecm. 
4) M Fruktose 0,5eem+M Phosphoglycerinsiure 0,5 cem. 
1 2 3 4 
t 
if 0,60 eem | 0,80 ceem 0,60 cem 2,20 ecm 
10’ 1,20 » i 1,60 » 1,00 » 6,00 » 
20’ 2,10 » 2,25 » 2,20 » 11,00 » 
30° 2,50 ” | 3,00 ” 2,70 ” 12,00 ” 
40’ 3,10 » 3,25 » 3,00 » 12,65 » 
50° 3,50 » 3,50 » 25 13,20 » 
60’ 3,75» y 375 » 3,50 » 13,60 » 
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4. Stufenweise Einwirkung der Fraktion I und I auf Fruktose. 

Die Zusammensetzune der Versuchslosung der ersten Stufe | 
wird in den nachstehenden Protokollen jedesmal angegeben. Die 
Dauer des erststufigen Versuchs betrug iiberall 1 Stunde. Dann 
wurde die Lisung in kleinem Erlenmeyerkolben auf 80° 5 Minuten 
erhitzt und fiir den Versuch der zweiten Stufe in einen neuen 
Trog eingegossen; diesmal wurde Fraktion I1-Loésung in den 
Seitenast gefiillt. Erhitzte Lésung der Fraktion II wurde aut © 
folgende Weise hergestellt. Fraktion Il wurde in 3cem Wasser. 
geldst, in siedendem Wasserbad 20 Minuten erhitzt und dann klar 


zentrifugiert. ‘ 

A, 1. Stufe: Fraktion I in 3 cem Wasser+M/10 Phosphat 2,0 cem+1M 

Acetaldehyd 1,0 cem+1M Fruktose 1,0 ecm. 
2. Stufe: Fraktion II in 5ccm Wasser, ; 

B. 1. Stufe: Fraktion I in 3 cem Wasser+M/10 Phosphat 2,0 cem+1M 
Acetaldehyd 1,0 cem+erhitzte Losung der Fraktion II in 
3cem Wasser+1M Fruktose 1,0 cem. 

2. Stufe:  Fraktion II in 5 cem Wasser. 

C. 1. Stufe: Fraktion I in 3 eem Wasser+M/10 Phosphat 2,0 eem+1M 
Acetaldehyd 1,0cem+M/4 MHexosediphosphat 1,0 eem 
+M/20 MgCh 1,0ccem+1M Fruktose 1,0 cem+erhitzte 
Losung der Fraktion JI. 

. Stufe: Fraktion II in 5cem Wasser.” 


SS) 


ees B 8) 
50 0,60 cem 0,60 eem 0,60 ecm 
10’ 0,75 » 0,75 » 0,75 » 
20’ 1,10 » 1,10 » 1,00 » 

1. Stufe 30’ 1,50 » 115 » 1,50 » | 
40’ 1,65 » 1,80 », 1,80 » 
50° 1,90 » 2,20 » 2,30 » 
60’ 2,10 » 2,25 » | 2,60 » 
Gy 0,25» 1,60 » 0,70 cem 
10’ 0,30 » 2,20 » 1,25 » 
20’ 0,40 » 2,75 » 2,05 » 

2. Stufe 30’ 0,50 » 3,00 » 8,00 » 
40’ 0,55 » 3,25 » 20 » 
50’ 0,60 » 3,50 » 3,25» 
60’ 0,60 » 3,55 » 3,30 » 
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5. Stufenweise Einwirkung der Fraktion I und II auf Phospho- 
glycerat oder Phosphoglycerat + Fruktose. 


A. 1. Stufe: Fraktion I in 3 cem Wasser + M/10 Phosphat 2,0 eem+M/2 
Phosphoglycerat 1,0 cem. 
2. Stufe: Fraktion II in 5cem Wasser. 
B. 1. Stufe: Fraktion I in 3 cem Wasser +M/10 Phosphat 2,0 eem+M/2 
Phosphoglycerat 1,0 cem+1M Fruktose 0,5 cem. 
2. Stufe: Fraktion II in 5cem Wasser. 
A B 
“tay 0,25 ecm 0,20 ecm 
10’ 0,35 » 0,40 » 
° 20’ 0,40 » 1,00 » 
1. Stufe 30’ 0,45 » 1,85 » 
40° 0,70 » 2,60 » 
50’ 0,80 » 3,20 » 
60’ 1,10 » 3,75 » 
5 0,25 » 2,50 » 
10’ 0,65 » Oslo. 22 
20° 0,85 » 8,00 » 
2. Stufe ; 30’ _ 1,00. » 8,50 » 
40’ 1,10 ” 8,55 ” 
50’ 1,20 » 8,65 » 
60’ 1,25 ” 8,75 ” 


6. Wirkung. der zentrifugierten Losung der Fraktion I. 
Ag 


Zentrifugat aus Fraktion I in 3 ccm Wasser + Fraktion II in 5 ecm 
Wasser-+ Acetatpuffer 1eem+1M Fruktose 1,0 cem+1M Acetal- 
dehyd 1,0 cem. ; 


B. Do., aber statt Acetaldehyd 1 ecm Wasser. 
C. Fraktion I in 3cem Wasser+Fraktion II in 5eem Wasser + Ace- 

tatpuffer 1 eem+1 M Fruktose 1,0 ceem+1M Acetaldehyd 1,0 ecm. 
D. Do., aber statt Acetaldehyd 1,0 ecm Wasser. 

A ; B Cc D 

Dy 1,50 eem 0,70 cem 1,70 eem 0.60 eem 
10’ 2 ious 1,50 » 3,20 » 1,40 » 
20° > 5.20 » 4,20 » . _ 6,50 » 4,75 » 
30° 7,30 » 7,10 » 8,50 » 7,60 » 
40’ 8,25 » 8,10 » 9,20. » | 8,60 » 
50’ 8,40 » 8,50 » 9,30 » 9,00 » 
60’ 8,70 » 9,00 » 9,75 » 9,50 » 
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7. Uber die dialysierte Fraktion I bew. IT. 


Fraktion I wurde in 3cem Wasser gelést und zentrifugiert 


und die klare iiberstehende Liésung gegen 500 cem Wasser im Kis- | 


schrank 20 Stunden dialysiert. Fraktion II wurde in 5ccm 
Wasser gelést und ihr Zentrifugat in gleicher Weise dialysiert. 


A. Wirkung des Fraktion I-Dialysats+Fraktion II. 


t+) Dialysierte Fraktion I 3cem+Fraktion II in 5eem Wasser 
+ Acetatpuffer 2cem+1M Fruktose 1,0 ccm. 

2) Dialysierte Fraktion I 3cem+Fraktion II in 5cem Wasser 
+Acetatpuffer 2ccm+1M Fruktose 1,0cem+1M Acetaldehyd 
1,0 eem+ M/20 MgCle 1 eem. 

3) Dialysierte Fraktion I 3cem+Fraktion IL in 5ecm Wasser 

"41M Fruktose 1,0cem+M/20 MgChk 1lecm+M/2 Candiolin 
0,5 cem. 

4) Dialysierte Fraktion I 3ecem+Fraktion II in 5eem Wasser 
+1™M Fruktose 1,0cem+1M Acetaldehyd 1,0 cem+M/2 Cand- 
iolin 0,5 cem+M/20 MgCl 1,0 ecm, 


J: 2 3 4 
ae 0,20 ecm 0,30 ecm 0,50 cem 2,00 com 
10’ 0,25 » 0,60 » 1,25 » 4,20 » 
20’ 0,50 » 0,80 » 4,00 » 6,30 » 
30’ Osan 1,00 » 4,50 » 7,00 » 
- 40’ 0,65 » 1,30 » D,2) » 8,20 » 
50° 1 = 0.70 = 150 5,80» 9.20 » 
60’ 0,75 » 1,75 » 6,25 » 10,70 » 


B. Wirkung der dialysierten Fraktion I+I1. 


1) Dialysierte Fraktion I+dialysierte Fraktion II+ Acetatpuffer 
@2,0ccm+1M Fruktose 1,0cem+1M Acetaldehyd 1,0 cem+MU/2 
Candiolin 1,0 cem+ M/20 MgCle 1,0 eem. 
2) Do., aber ausserdem unter Zusatz von 3cem erhitzter Fraktion 
II-Lésung. 


1 2 
a 0,25 eem 0,80 

10’ 0,30 » 170». 

ae 0,35 » 3,25 mea 

30" 4 0,50 ” 5,00 ro 

me 0,60 » 6,10 » 

o re 0,70 » 710 ” 

GO’ 0,80 ” 8,00 ” 
bee 1,00 » 11,00 » 
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8. Stufenweise Wirkung der dialysierten I und I-Fraktionen. 


A. 1. Stufe: dialysierte Fraktion I 3 eem+Acetatpuffer 2,0 ecm+1M 
Fruktose ©,5cem-+M/2 Phosphoglycerinsiiure 1,0 ecm 
+1M Fruktose 1,0 cem. 

2. Stufe: Fraktion If in 5 cem Wasser. 

B. 1. Stufe: dialysierte Fraktion I 3 cem+ Acetatpuffer 2,0 eem+1M 
Fruktose 0,5eem+M/2 Phosphoglycerinsiiure 1,0 ecem 
+3 cem erhhitzte Fraktion II-Loésung. 

2. Stufe: Fraktion TI in 5cem Wasser. 


A B 


ay 0,10 eem 0,10 cem 

10’ 0,20 » 0,20 |» 

20° 0,20 » 0,25 » 

1. Stufe : 30’ 0,20 » 0,25 » 
40’ 0,20 » 0,25 » 

50° 0,20 » 0,25 » 

oie 80S 0,20 » 0,25 » 

5 0,20 » 0,75 » 

10’ 0,30 » 1,60 » 

20° 0,35 » "3,00 » 

2. Stufe 30’ 0,45 » 4,15 » 
40 0,55 » 5,00 » 

50’ 0,65 » 6,20 » 

60’ 0,70 » 7,60 » 


9. Wirkung der dialysierten Fraktion I+der erhitzten Fraktion 
TI-Losung. 

Ame Lowe LULL es dialysierte Fraktion I 3ecem+3cem erhitzte Fraktion 
Il-Lésung + Acetatpuffer 2,0cem+1M Frulktose 0,5 ccm 
+M/20 MgCle+1M Acetaldehyd 1,0 cem+M/2 Candiolin 
1,0 ecm. 

2. Stufe: Fraktion II in 5cem Wasser. 

B. 1. Stufe: dialysierte Fraktion I 3ecm+3cem erhitzte Fraktion 
II-Lésung + M/20 MgCle+1M Acetaldehyd 1,0 eem+M/2 
Candiolim 1,0 ccm. 

2. Stufe: dialysiertie Fraktion I 3,0cem+3cem erhitzte Fraktion 
II-Lésung+1M Fruktose 1,0 ecm. 
8. Stufe: Fraktion II in 5ceem Wasser. 
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A B 
5/ QO ecm OS ecm: 
10’ o » Oat 
20° QO » One 
1. Stufe 30’ 0 ” 0 ” 
40’ 0 5 0 7 
50’ eae OS 
00’ Oa ag 
| 5 0,30 »% Onn 
10’ 0,50 » 0 ” 
20° 1,00 » i ae a 
2. Stufe ay he aes Loom 
40’ 2,20 » QO .5 > 
50’ 2,65 » Oe os 
60’ B25» 0 ear 
120’ 5,70 » oes 
5° 0,55 » 
10’ 1,50 » 
: 27° ~~ 2,80 » 
3. Stufe 30’ 4,00 » 
40’ 5,25 » 
50’ 6,20 » 
60° 7,25 » 


10. Phosphorylierung bei der Fruktosegirung durch Fraktion 
[+I 


A. Fraktion I+II in 6,0 ccm Wasser+M/10 Phosphat 2,0 ccm 
+1M Acetaldehyd 1,0 ccm+1M Fruktose 1,0 ccm. 
B. Do., aber statt Acetaldehyd 1,0 ccm Wasser. 


3ei jedem Versuch wurden 2 Ansiitze bereitet, der erste zur 
COz-Messung und der zweite zur Bestimmung des anorganischen P. 
Fiir die Messung des P-Gehalts wurde 1 eem Versuchsiésung in ein 
Gemisch von 10cem 16% Trichloressigsiure-+9 eem Wasser ein- 
geblasen, wodurch die Versuchslésung 20fach verdiinnt wurde. 
An leem Filtrat wurde dann die P-Bestimmung nach Fiske- 
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Subbarow ausgefiihrt. In nachstehender Tabelle ist der in 1 eem 
verdiinntem Filtrat gefundene P-Wert angegeben. Da Fraktion 
I und II schon a priori phosphathaltig waren, war der sofort nach 
_ der Versuchsanstellung bemessene P-Wert héher als der des extra 
zugesetzten Phosphat-P. Aus diesem sofortigen P-Wert wurde 
aber der Veresterungsgrad errechnet. 


mit Acetaldehyd ohne Acetaldehyd 
Co: Pin mg % CO: Pin mg %o 

sofort - 0,0830 : 0,0830 

10’ 3,30 cem 0,0660 20,7 | 0,25 cem 0,0782 5,8 
20’ 7,00 » . 0,0273 67,2 0,80 » 0,0763 8,3 
30’ 9,50 » 0,0184 78,9 | 1,90 » 0,0724 13,2 
GOja ee 13,90 » 0,0086 89,4 | 10,75 » 0,0416 © 49,8 
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UBER DIE REINIGUNG DER CARBOXYLASE. 


Von 


KICHINOSUKE SUGAYA. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Medizinischen Akademie 
zu Chiba. Direktor: Prof. Dr. S. Akamatsu.) 


(Hingegangen am 20. Dezember 1939) 


In der vorangehenden Mitteilung habe ich iiber Fruktose- 
girung durch Fermentpriaparate, die aus Ebiosextrakt fraktio- 
nierend hergestellt wurden, berichtet. Die zweite Fraktion ist ein 
zellfreies, schwach gelbliches Pulver und enthilt eine stark wirk- 
same Carboxylase. Wie von Kobayashi (1936) angegeben, ist 
dieses Carboxylasepulver Jange haltbar. Ich habe mit diesem 
Praparat Reinigunegsversuche der Carboxylase durchgefiihrt. 

Wird das Carboxylasepulver mit Wasser versetzt und von einer 
sehr geringen unloslichen, flockigen Masse abzentrifugiert, bekommt 
man eine ganz klare, sechwach gelbliche Lésung, die auf Brenz- 
traubensdure stark decarboxylierend wirkt. Diese Carboxylase- 
lésung ist aber nicht geniigend haltbar. Schon am nachsten Tag 
sinkt ihre Aktivitit zur Halfte herab und nach 3 Tagen ist sie 
fast nicht mehr wirksam. Bez. dieser Carboxylaselisung ist noch 
folgender Befund zu erwihnen. Falls die klare Fermentlosung 
im Girungstrog mit Acetatpuffer von Px 5,2 gemischt und bis zum 
Temperaturausgleich 20 Minuten in ein Wasserbad von 37° gestellt 
wird, fallt schon hierbei eine deutliche Triibung des Gemisches auf, 
die nach Zusatz von gepufferter Brenztraubenséureldsung schnell 
zunimmt und in einen flockigen Niederschlag tibergeht, was die 
Anwesenheit von unbestindigem Eiweiss anzeigt. 

Schoenebeck und Neuberg (1935) haben eine atisserst 
grosse Bestiindigkeit der Carboxylase in 50% Glycerinlésung an- 
gegeben, wogegen das Ferment in wissriger Lésung sehr un- 
bestiindig ist. Kobayashi (1936) konnte dies bestitigen. Der 
gute Erfolg des Glycerinzusatzes soll darin begriindet sein, dass. 
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eine. spoutane oder vielleicht fermentative arteries des Co-. 
Ferments oder Apoferments der Carboxylase verhindert wird. 


Unter dieser Annahme habe ich versucht, den eiweissartigen | 
Begleitstoff adsorptiv zu entfernen, da nach meiner bisherigen | 
Erfahrung die einmal adsorbierte Carboxylase aus dem Adsorbens | 
schwer zu eluieren war. Zwecks Schatzung des Reinigunggrades J 
habe ich zuerst untersucht, ob die Haltbarkeit der Carboxylase- J 
lésung nach dem Adsorptionsverfahren vergréssert wird und ob | 


sich die Versuchsliésung wihrend der Brenztraubensdurespaltung 
triibt oder klar bleibt, da die Herstellung eines Fermentpraparats, 
das in der Versuchslisung wihrend der Versuchsdauer nicht aus- 
fallt, immer wiinschenswert ist. Bei der Reinigung muss Akti- 
vitatsverminderung moglichst vermieden. werden. 

Zur Messung der CO.-Entwieklung wurde der Apparat von 
Kobayashi (1936) benutzt. 

Zuerst wurde das Carboxylasepriparat d.h. die Fraktion IT 
des Ebiosextrakts in Wasser gelost, mit Tonerde Cy versetzt, mit 
Kohlensiiure gesittigt und nach 30 minutigem Schiitteln zentri- 
fugiert. Eine farblose, klare Losung wurde so gewonnen. Sie 
war carboxylatisch etwas schwicher als die unbehandelte Losung. 
* Wurde sie jedoch im Eisschrank aufbewahrt, blieb die Carboxylase- 
wirkung wenigstens 4 Tage unverandert und verminderte sich erst 
nach einer Woche zur Halfte. Die Stabilitaét nahm also betracht- 
lich zu. Diese Liésung blieb ausserdem bei 37° im Azetatpuffer 
von Px 5,2 wenigstens wahrend 20 Minuten, d.h. bis zum Erreichen 
der Volumenkonstanz des Gasraums, klar. Nach Pyruvinatzusatz 
tribte sich die Lésung aber allmahlich in geringem, doch deutlich 
merkbarem Grad. Uber die schwere Adsorbierbarkeit der Car- 
boxylase an Tonerde hat schon Schoenebeck (1934) berichtet. 
Wurde fiir obiges Adsorptionsverfahren statt Tonerde gefilltes 
Hisenhydroxydgel gebraucht, war das Zentrifugat klar und nur 
schwach gelblich gefairbt. Diese Lésung blieb fermentativ fast 
ebenso stark wirksam wie die Ausgangslisung und behielt, falls 
im Eisschrank aufbewahrt, ihre Aktivitit wenigstens eine Woche. 
Man kann also annehmen, dass jener, die Labilitit der Carboxylase- 
losung verursachende Faktor durch Eisenhydroxydbehandlung 
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zum grossten Teil entfernt wird. Dieses Verfahren hat aber den 
Nachteil, dass die so gewonnene Lésung wiihrend des Carboxylase- 
versuchs eine fast gleichgradige Triibung, wie die Ausgangslésung 
zeigt. Die Anwesenheit dieses Eiweissanteils, der wiihrend des 
Carboxylaseversuchs zur Ausfillung neigt, steht daher nicht ohne 
weiteres zur Haltbarkeit der Carboxylaselésung in Beziehung. 

Ich habe dann die Eisenhydroxyd- und Tonerdebehandlung 
kombiniert. Die so gewonnene Lésung war farblos und bleieb auch 
wahrend des Carboxylaseversuchs wasserklar. Ihre Wirksamkeit 
war wenigstens 8 Tage unverindert. 

Die Trennung der Co-Carboxylase und des Apoferments aus 
der Carboxylaselésung habe ich noch nicht ausgefiihrt. Ich kann 
aber bereits sagen, dass die durch Dialyse abgeschwiichte Ferment- 
lésung durch Zusatz einer erhitzten Carboxylasepulverlésung 
wieder verstarkt wird und ausserdem, dass jene Inaktivierung der 
Carboxylase wihrend des Aufbewahrens von dem Zerfall sowohl 
der Co-Carboxylase als auch der Apocarboxylase abhingt, denn so 
lange die Abschwiichung nicht hochgradig ist, kann die Reaktivie- 
rung durch einfach erhitzte Losunge von Carboxylasepulver ver- 
wirklicht werden, aber spiiter ist dies nicht mehr méglich. 

Durch die oben erwihnten Verfahren konnte die Haltbarkeit 
der Carboxylaselésung betrachtlich verbessert werden. Bezweckt 
man ein langes Aufbewahren der Fermentldsung, ist der Glycerin- 
zusatz schon hinreichend, wobei ein Adsorptionsverfahren nicht 
unbedingt notig wird. Zur Reinigung der Carboxylase fiir die 
Zymaseanalyse und den Wiederaufbau des Zymasesystems ist aber 
meines Erachtens der Zusatz eines fremden Stoffes méglichst zu 
vermeiden. 

Gehalt der Trockensubstanz und Kjeldahl-N der Ferment- 
Jésungen nach den einzelnen Adsorptionsverfahren ist in folgender 


Tabelle angegeben. 


Trockenstoff Kjeldahl-N 


1. rohes Carboxylasepulver 0,197 g 0,0182 g 
2. nach Tonerdeadsorption 0,136 g 0,0135 g 
3. nach Hisenhydroxydadsorption 0,123 g 0,0127 g 
4, nach Tonerde-Hisenhydroxyd-Adsorption 0,097 ¢ 0,0097 g 
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Es war auffallend, dass der Kjeldahl-N Gehalt der Trocken- 
substanz bei jeder Lisung ungefihr 10% betrug und ausserdem, 
dass nach Entfernung einer betriichtlichen Menge des labilen 
Eiweisses durch Tonerde-Eisenhydroxydbehandlung das Gewicht 
der Trockensubstanz nur zur Halfte des Ausgangspulvers herunter- 
ging. Dies bedeutet, dass im rohen Carboxylasepulver eine nieder- 
molekulare N-Substanz in reichlicher Menge vorhanden ist, was 
bei der Herstellungsweise jenes Pulvers nicht verwunderlich ‘ist. 
Ich habe eine Fermentlisung, die nach Tonerde-Hisenhydroxyd-_ 
behandlung gewonnen wurde, gegen destilliertes Wasser 20 Stunden 
dialysiert und festgestellt, dass der Kjeldahl-N auf 0,00105 g 
herunterging, wihrend das einfache Dialysat der Loésung rohen 
Carboxylasepulvers noch 0,00340 g Kjeldahl-N zeigte. 


EXXPERIMENTELLER TEIL. 


Rohes Carboxylasepulver ist die in voriger Mitteilung be- 
schriebene Fraktion II, die nach Kobayashi (1936) aus Ebiosex- 
trakt durch Azetonfillung hergestellt wurde. Fraktion II wurde 
jedesmal aus 2¢ Ebios bereitet. Die Carboxylasewirkung der 
einzelnen Fraktionen II war, sofern sie aus demselben Ebiosstock 
bereitet wurde, fast gleich. 

Als Substratlésung wurde ein Gemisch von 1,0cem M Brenz- 
traubensaure (Priiparat von Merck) +2,0 eem M Pyridin verwandt. 

Zur Messung der Carboxylasewirkung wurde der Apparat von | 
Kobayashi (1936) benutzt. Uber diesen siehe dessen Mitteilung. 
Versuchstemperatur 37°. 


1. Rohe Carborylaselésung. 


Das rohe Pulver, d.h. Fraktion II aus wissrigem Extrakt 
von Ebios (2¢), wurde in 6,0cem Wasser gelést und von einer 
geringen flockigen Masse klar abzentrifugiert. 
A. Ihre Wirkung war folgende. 


nach Minuten 5 | 10’ 20’ 30’ | 40’ 50’ 60’ 


COz ecm 6,10 | 9,30 14,90 | 15,50 | 15,70 15,75 15,80 
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B. Haltbarkeit der rohen ee eins. 


COz nach Minuten 


nach 24 Stdn. |3,10cem| 4,30 » 
nach 72 2. 0,40 cem. 0,95 » 


7,40 » 
| 


9,00 »; 10,10 »| 11,20 » 


Aufbewahrung 

im Eisschrank 5’ | 10’ | 20° we 4 40’ | 50’ | 60’ 

Sofort 6,10 cem) 9,10 » | 14,00 ” 15,50 a 15,70 » 15,75 » ae 
1,30 ») 1,50») 1,70 >| 1,75 » 


2. Tonerdebehandelte Carborylasclisung. 

Rohes Carboxylasepulver wurde in 6eem Wasser im Zentri- 
fugenglas ‘gelost, mit 1,0cem Tonerde C, (29mg AlsO3) gemischt, 
darin COz 3 Minuten eingeleitet, um die Lésung damit zu siittigen, 
das Zentrifugenglas mit Kork fest zugestipselt, 30 Minuten 
geschiittelt und zentrifugiert. Die Wirkung dieser Carboxylase- 
l6sung war folgende: 


| _ COz nach Minuten 


Aufbewahrung 

im Eisschrank Wee 10’ 90° | 30° | 40° - | 50° 60’ 
eee = 

Sofort | 4,25 ecm 6,65 » | 9,50 » | 12,20 ») 13,50 3 14,70 »| 16,05 » 
nach 48 Stdn. 4,25 ccm! 6,50 » | 9,50 » | 19°95 »| 13-40 »| 14°50 »| 16,10 » 
nach 72 ,,  |4,00cem! 6,15 a 9,00 » | 11,30 »| 19,75 »| 13,85 »| 15,30 » 
nach 168 ,, —-2,30 cem 3,75 » | 4,90 » 5,75 »| 6,50 »| 6,80 | 7,00 » 


3. Hisenhydrorydbehandelte Losung. 

Rohes Carboxylasepulver wurde in gleicher Weise in 6 ccm 
Wasser geldst. Als Adsorbens diente S5ccm Hisenhydroxydgel 
(70 mg Fe(OH)3). Dieses Gel wurde durch alkalische Fallung des 
Kisenchlorids und nachherige wiederholte Auswaschung des Nieder- 
schlages hergestellt. Um Volumzunahme der Carboxylaselosung 
zu vermeiden, wurden diese 5 ccm Suspension zentrifugiert und der 
Bodensatz dann mit der Garboxylaselésung umgeriihrt. Weitere 
CO.s-Durchleitung, Schiittelung usw. wie oben. 


COz nach Minuten 


Aufbewahrung 

im Hisschrank 5’ 10’ 90’ | 30° | 40’ 50° | 60’ 
Sofort 5,25 eem| 8,85 » | 12,75 » =| 14,85 »| 16,10 » LT BO or 3S 80 
72 Stdn. 4,25 eem| 6,75 » | 9,25 »] 11,75 »| 12,75 »| 18,35 »| 14,00 » 


TOS ae 4,25 ecm] 6,60 »| 9,20 »| 11,40 | 12,70 »| 13,25 »| 13,90 » 
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4. Tonerde-Eisenhydrorydbehandelte Carboxylaselosung. 


Die eisenhydroxydbehandelte Carboxylaselésung wurde zuerst, 


wie oben, hergestellt, die zentrifugierte Lésung dann mit 1 ecem 


Tonerde gemischt und weiter wie friiher mit CO gesattigt, schliess- 
lich 30-Minuten geschiittelt und zentrifugiert. 


COz nach Minuten 


Aufbewahrung Z = 


im Hisschrank 5’ | 10’ | a 30° | 40° | 50’ | 60° 
| 
Sofort 3.75 cem! 6,00 » | 9,00 » | 11,00 »| 11,75 »| 12,10 »| 12,50 » 
72 Stan, [3,75 cem| 6,00 » | 8,50 = 10,50 » | 11,25 »| 11,60 »| 12,00 » 
1682) 3,65 oa 5,65 » | 7,25 » | 8,00 »| 8,50 »| 8,80 »| 9,10 » 
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BIOCHEMISCHE UNTERSUCHUNGEN UBER DIE 
UNVERSEIFBAREN SUBSTANZEN. 


II. Mitteilung. 


Uber die Schwankung der Lipoidmenge in den Muskeln 
nach der Gefissunterbindung. 


VON 


SHIMEO SAITO. 


(Aus dem Mediz.-Chem. Institut der Keio-Universitit, Tokyo. 
Vorstand: Prof. Y. Sueyoshi.) 


(Eingegangen am 24. Dezember 1939) 


I. Enuerrune. 

Die Untersuchungen Sugiyamas (1937) unseres Institutes 
haben gezeigt, dass nach dem Durchscheiden des N. ischiadicus 
beim Hund das Phosphatid und Cholesterin in seinem peripheren 
Nervengewebe mit der Zeit abnehmen, und dass diese Substanzen 
in engem Zusammenhang zur Nervenfunktion stehen diirften. In 
meiner Untersuchung habe ich die Blutgefasse von Tieren unter- 
bunden, um bei Entstehung der Nekrose des Muskels zu ent- 
scheiden, weleher Schwankung die Lipoidmenge in den Muskeln 
unterliegt, und dadurch den Zusammenhang zwischen der Nekro- 
seentstehung und dem Lipoid zu erfahren. 


Il. UNTERSUCHUNGSMATERIAL UND UNTERSUCHUNGS- 
METHODE. 
1. Versuchstiere. 
Als Versuchstiere dienten Kaninchen, die mit Okara, Gemiise 
und Gerste aufgefiittert Qvurden. 
2. Operationstechnik. 
Fiir die Versuche wurden die unteren Extremititen benutzt, 


an denen nach der Gefiissunterbindung mit nichst dargelegter 


143 


144 S. Saito: 
Methode in ihren peripheren Muskeln die Nekrose erzeugt wurde. 

Im Vorversuech konnte ich bei der blossen Unterbindung der 
A. femoralis in den peripheren Muskeln die Veranderung kauin 
beobachten. Erst nachdem die A. femoralis und V. femoralis 
gleichzeitig unterbunden worden waren, gelang es die Nekrose in 
den peripheren Muskeln hervorzurufen; aber es fanden sich noch 
viele Fille, bei denen sie nicht zutage trat. Bei folgender Methode 
konnte ich schliesslich den Zweck erreichen. 

Es wurden beim Kaninchen die A. femoralis und V. femoralis, 
Vasa ischiadicae, A. circumflexa femoris lateralis und Vasa 
saphenae magnae unterbunden und durchgeschnitten und zugleich 
auch der N. femoralis und N. ischiadicus durchtrennt. Bei soleher 
Operation konnt ich die Nekrose in den peripheren Muskeln hervor- 
bringen, in dem Verhaltnis wie es Tabelle I zeigt. 


TABELLE I. 
as Experim. os nekrot. Veriinderung. 
Operation Tierzahl Grad Anfallszahl % 
| = 5 
=f 10 
3 Tage 19 - ap ne 73,7 
ie 
_ 3 
6 2 n : 3 
Tage 0 + 7 85,0 
tt 8 
= 3 
Ont: Es : 
age 23 4 6 86,9 
dy 6 
a 8 eft 
5 g = 
15 Tage 15 rf : 46,6 
tit il 
~ i 11 - 
9 s + 2 
0 Tage 5 4 9 26,6 
tHe 0 
gesamt. 92 62 67,3 
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Entsprechend dem Grade der Nekroseentstehung wurde die 
Markierung mit (—), (+), (++), (+++) vorgenommen. So 
gibt (—) die makroskopisch beinahe unveriinderten Fille an, bei 
denen man aber histologisch leichtgradige Triibung und <An- 
schwellung der Muskelfasern beobachten konnte. Die Falle (—) 
wurden ebenfalls fiir die Versuche benutzt. Wie aus Tabelle I 
zu ersehen ist, wurde in 62 von 92 Fallen die Nekroseentstehung 
nachgewiesen. Bei naherer Betrachtung ergibt sich ein Entsteh- 
ungswert am 3. Tage nach der Operation von 73,7%, am 6. Tage 
danach 85,0%, am 9. Tage 86,9%, am 15. Tage 46,6% und am 
20. Tage 26,6%. Es folgt hieraus, dass der Wert vom 6. bis 9. 
Tage nach der Operation am héchsten ist und danach sich allmiih- 
lich der Riickkehr zur Norm zuwendet. Bei der Riickkehr beo- 
bachtet man die Entwicklung und Neubildung der Kollateralbahn. 
Ks gibt auch Falle, bei denen die Riickkehr verzégert ist, und auch 
solche, bei denen die der Nekrose anheimgefallenen Muskeln einge- 
trocknet sind und mumienhaft aussehen. 

Hinsichtlich des Verlaufes der Nekroseentstehung zeigen die 
Beobachtungen, dass in den meisten Fiillen zuerst wegen der Kreis- 
laufstérung die Muskeln anschwellen, dunkelrote bis graue 
Farbung annehmen, mit dem zeitlichen Verlauf degenerieren und 
meistens von Muskelatrophie begleitet sind. Die Nekrose solcher 
peripheren Muskeln bietet histologisch Triibung und Anschwellung 
der Muskelfasern und die stellenweise Degeneration. 


3. Quantitative Methode. 


Nach der Durchfiihrung der Operation auf der einen Seite 
der unteren Extremitat wurden iiber ihre peripheren Muskeln die 
quantitative Bestimmung von Wasser, Fettsiiure, Cholesterin und 
Phosphatid vorgenommen. Die Muskeln der anderen Seite dienten 
zur Kontrolle. Fiir die Versuche wurden alle Muskeln der unteren 
Extremitiiten—M. tibialis anterior, M. extensor digitorum pedis 
longus, M. peronaeus tertius, M. peronaeus quartus, M. triceps 
surae—beigemengt benutzt. Die Menge der Fettsiiure wurde nach 
der Kumagawa-Sutoschen (1908), die des Cholesterins wurde 
an den nach der Kumagawa-Sutoschen Methode isolierten un- 
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verseifbaren Substanzen nach der Reaktion von Liebermann- 
Burchard, das Phosphatid nach der von Sueyoshi (1937) und 
das Phosphor nach der von Naito (1928) bestimmt. 


III. UNvTeRSUCHUNGSERGEBNISSE. 


a. Normale Kaninchen. Versuche tiber die beidersertigen 
Muskeln. 


Es wurden zuniichst an den Muskeln der einen Seite der J 
unteren Extremitit das Wasser, die Fettsiure, das Cholesterin und | 
Phosphatid quantitative bestimmt; darauf wurde untersucht, bis 
zu welchem Grade die Ergebnisse mit denen der anderen Seite 
libereinstimmen. Diese Ergebnisse sind in Tabelle II aufgefiihrt. 


TABELLE If. ; 
Cholesterin Phosphatid-P. 
= Wasser (%) Fettsiure (%) (mg%) (mg%) ~* 
er- : 
Nr. rech. link. rech. link. rech. link, rech. link. 
Seit. Seit. Seit. Seit. Seit. Seit. Seit. Seit. 
ul 75,07 Tome 0,85 0,81 52,6 Soe 36,9 Seyi 
io 75,86 75,47 0,70 0,79 38,9 42,1 Boat 36,4 
3 


75,52 73,52 0,86 0,85 51,4 52,1 33,0 38,2 
mitt. 73,59 73,50 0,80 0,82 47,6 49,1 34,0 36,7 


Nach den Ergebnissen der Tabelle II sind Wasser-, Fettsaure- | 


Cholesterin- und Phosphatidgehalt der beiderseitigen Muskeln an 
Menge beinahe iibereinstimmend. 


b. Versuche nach der Operation. 


An Kaninchen wurde nun nach der Operation mit oben | 


erwahnter Methode am 3. 6. 9. und 20. Tage auf der betreffenden | 
Seite der unteren Extremitit Versuche angestellt, und die Er- 


gebnisse wurden mit denen der Versuche auf der anderen Seite. 
verglichen. 
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1) Wassergehalt. 


Die Veranderungeh des Wassergehaltes sind in Tabelle III 
angegeben. 


TABELLE III. 


Wasser (%) 


made Tier- nekrot. 
Decrat. Nr norm. Seit. | oper. Seit. Differ. Vorander. 
8 74,52 82,05 + 1,53 ES 
9 73,63 77,52 + 3,89 = 
10 76,48 85,17 + 8,69 4 
3 Tage 
11 76,27 81,84 + 5,57 = 
12 74,61 74,77 + 0,16 + 
mittel 75,10 80,27 + 5,17 
13 74,72 85,12 +10,40 & 
14 75,61 82,27 + 6,66 4t 
15 75,80 76,52 + 0,72 +. 
paises 17 74,82 81,14 + 6,32 +t 
18 76,68 83,17 + 6,49 +t 
mittel 75,52 81,64 + 6,12 
19 75,20 83,80 + 8,60 4b 
21 77,26 80,05 + 2,79 + 
9 Tage 22 76,46 76,83 0,37 e 
23 75,10 75,38 + 0,28 + 
mittel 76,00 78,27 + 2,27 
173 76,86 76,19 — 0,67 = 
2 174 75,31-> |. _ 76,69 + 1,38 = 
pees 175 76,00 78,63 + 2,63 +t 
mittel 76,05 77,17 ee ie 
179 ' 76,11 77,41 + 1,30 te 
180 75,22 75,15 — 0,07 + 
oe cee 181 76,00 76,36 + 0,36 = 
mittel 75,71 76,30 + 0,59 


Am 3, Tage nach der Operation hat der Wassergehalt, bei den 
Operationsseiten im Vergleich zu den Kontrollseiten zugenommen, 
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indem er bei den Kontrollseiten 75,1% und bei den Operations- 
seiten 802% im Durchschnitt betragt. Am 6. Tage hat der 
Wassergehalt bei allen Fallen zugenommen, mit 81,6% im Durch- 
schnitt, Am 9. Tage ist er bei einigen Fiillen beinahe zur Norm 
guriickgekehrt, mit einem Durchschnitt von 78,2%, aber etwas 
héher als bei der Kontrolle. Am 15. Tage hegt er nahezu bei der 
Norm, mit einem Durchschnitt von 77,1%. Am 20. Tage ist er 
auch normal, mit einem Durchschnitt von 76,3%. Somit geht aus 
den obigen Ergebnissen hervor, dass der zugenommene Wasser- 
gehalt am 6. Tage am hochsten ist und danach allmahlich zur 
Norm zuriickkehrt. Besonders bei den Fallen Nr. 10, 14, 17, 18 
und 19 mit auffallender nekrotischer Muskelverainderung zeigte 
sich eine starke Zunahme des Wassergehaltes. 


2) Fettsiuremenge. 
Es wurden tiber die Fettsiuremenge die folgenden Ergebnisse 
erhalten. 

-. Nach den Ergebnissen in Tabelle IV ist bei den Fallen Nr. 9 
und Nr. 10 am 3. Tage nach der Operation die Neigung zur 
geringen Zunahme zu bemerken; im Vergleich zu den Kontroll- 
seiten zeigt sich bei den Operationsseiten eine Zunahme von 0,75% 
im Durehschnitt. Am 6. Tage nach der Operation dst, mit Aus- 
nahme von Fall Nr. 15, an den Operationsseiten aller sonstigen 
Falle eine Zunahme von 1,76% im Durchsehnitt zu bemerken. Am 
9. Tage ist die Zunahme geringer, mit 0,68% im Durchschnitt. 
Am 15. und 20. Tage kann man keine Zunahme mehr bemerken. 
Nach den obigen Ergebnissen nimmt nach der Unterbindung der 
Blutgefasse die Fettsiiuremenge in den peripheren Muskeln zu, die 
Zunahme ist am 6. Tage deutlich zu bemerken, 


3) Cholesterinmenge. 

Die gewonnen Ereecbnisse sind in Tabelle V wiedergegeben. 

Aus Tabelle V geht hervor, dass am 3. Tage nach der 
Operation bei allen Fallen an den Operationsseiten die Neigung 
zur Zunahme der Cholesterinmenge zu beobachten war, deren 
Zunahme am 6. Tage deutlich war, mit 269,4 me% im Durehsehnitt. 
Besonders bei den Fiillen Nr. 10, 17 und 18 mit deutlicher Muskel- 
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TABELLE IV. 


Fettsiure (%) 


n.d. Tier- a 
TEN ee norm. Seit. oper. Seit. Differ. 
8 2,11 2,78 + 0,67 
215 3,52 +1,37 
3 Tage 10 2.87 3,67 +0,80 
11 2,07 2,76 +0,69 
12 - 3,12 3,28 +0,16 
mittel 2,46 3,21 +0,75 
13 2.75 4,66 +1,91 
14 "2,00 3,36 +1,36 
15 2.23 22,31 + 0,08 
eee 17 2.77 656 +3,79 
18 2,61 4,26 +1,65 
mittel 2,47 4,23 | + 1,76 
19 2.48 3,88 +1,40 
- 20 ae 3,24 a 
21 2,64 3,41 +0,77 
ace 22 2,34 2,46 +0,12 
23 2,90 3,36 +0,46 
mittel 2,59 3,27 +0,68 
173 3,44 2.84 —0,60 
ae 174 2,83 3,46 +0,63 
Ho) Tage 175 ane 4,29 +0,71 
mittel 3,2 3,53 +0,25 
179 3,01 3,67 + 0,66 
180 3,86 3,33 —0,53 
zu Leese 181 3,50 3,92 +0,42 
mittel 3,45 3,64 +0,19 


veriinderung zeigte sich eine starke Zunahme. Eine Zunahme 
konnte man am 9. Tage noch bei allen Faller beobachten, die 
zugenommene Menge war hoch beim Fall Nr. 19 mit deutlicher 
Muskelveranderung, mit 129,7mg% im Durschnitt. Am 15. Tage 
nach der Operation war ebenfalls noch eine Zunahme zu kon- 
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TABELLE V. eyact . 
Cholesterin (mg%) 
eG Tier- ¥ a 
Operat. Wr norm. Seit. oper. Scit. Differ. 
ae | 232,8 3111 + 78,3 
| 222,8 272, + 49,8 
10 266,3 421,83 — 4155.5 
saagee 11 242 =| —-301,7 + 17,5 
12 256,4 273,8 +. 17,4 
mittel ~ 240,5 316,2 + 15,7 
$3 256,5 363,3 +106,8 ’ 
14 276,5 395,6 ~  +119,1 
15 247,8 282,8 + 35,0 
ee 17 234,6 902,2 - +667,6 
18 178,57 597,2 +418,7 
mittel 228,8 508,2 +269,4 
19 233,0 544,3 +311,3 
20 — | 279,2 =~ 
21 295,8 322.7 | -+ 96,9 
es 22 186,8 266,4 + 79,6 
23 210,8 306,7 + 95,9 
mittel | 214,1 343,8 +129,7 
173 250,9 404,6 -+153,7 
174ta 22,7 454,3 +131,6 
15 Tage ~ 
175 179,6 404,2 +224,6 
mittel 251,0 421,0 +170,0 
179 216,7 352,6 +135,9 
180 22,9 375,8 +150,9 
20 Tage 
181 255,8 439,6 +183,8 
mittel 231,1 389,3 +158,2 


statieren, die sich jedoch am 20. Tage verringerte. Aus obigen 
Ergebnissen geht hervor, dass nach der Gefassunterbindung die 
Cholesterinmenge in den peripheren Muskeln zunimmt; die 
Zunahme ist am 6. Tage am héchsten, sie setzt sich bis zum 9.-1nd 
15. Tage fort und wird erst am 20. Tage geringer. 
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4) Phosphatidmenge. 


~ 


Nach der Gefassunterbindung konnte man die Schwankune 
der Phosphatidmenge in den Muskeln beobachten, wie es Tabelle VI 


zeict. 
TABELLE VI. 

ree Tier- teense (mg%) 
Operat. Nr. norm. Seit. oper. Seit. Differ. 
8 117,2 100,2 —17,0 
9 148,9 108,7 — 40,9 
10 152,3 89,2 —63,1 
eka ve 1 148,0 136,9 ~111 
12 130,2 125,3 — As 
mittel 139,3 | 112,0 Te 
13 123,7 | 138,0 “aids 
14 141,7 114,0 —27,7 
15 173,8 141,2 = 39 6 
ds 35 17 aac | 100,7 ~23,1 
18 129,0 | 98,1 —30,9 
mittel 138,4 118,4 —20,0 
iets. F 19 142,8 | 158,6 + 16,2 
26 ae 92.4 a 
: oe 123,5 | 149,4 +25,9 
hg cs 28 1433. | 138,5 sry 
23 162,7 147,4 15,8 
mittel 143,1 IBY ie — 5,9 
enna 173 141,3 158,1 +16,8 
174 132,8 120,5 —12,3 
Si 1% 137,1 142, + 5,0 
mittel 137,0 140,2 roe 
a 179 138,9 134,0 = 2.9 
186 132,6 123,8 = 28 
20. Tage 181 1230 | 128,6 + 0,6 
mittel 133,1 | 128,8 —'43 
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3 5 Bey ats ree 

Nach den Ergebnissen der Tabelle VI zeigt die Phosphatid- 
menge in den Muskeln am 3. und 6. Tage nach der Gefiassunter- 
bindung die Neigung zu geringer Abnahme, unterliegt aber nach 


dem 9. Tage keiner Schwankung. 


ZUSAMMENFASSUNG UND SCHLUSS. 


Die obigen Ergebnisse lassen sich folgendermassen zusammen- 
fassen. 

1. Auf beiden Seiten der unteren Extremitaiten des Kanin- 
chens ergaben sich bei der Bestimmung des Wasser-, Fettsaure-, 
Cholesterin- und Phosphatidgehaltes in den Muskeln nahezu gleiche 
Mengen. 

2. Bei der Unterbindung der Gefiasse der unteren Extremitat 
konnte man bei 62 unter 92 Fallen, d.h. in 67,3% der Falle die 
Nekroseentstehung makroskopisch beobachten. Die Entstehungs- 
werte nach der Operation waren folgende: am 3. Tage 73,7%, 
6. Tage 85,0%, 9. Tage 86,9%, 15. Tage 46,6%-und 20. Tage 
26,6% ; also war die Nekroseentstehung vom 6.—9. Tage am hochsten 
und wendete sich dann allmalich der Heilung zu. 

3. Der Wassergehalt in den Muskeln der unteren Extre- 
mitaten hatte schon am 3. Tage nach der Gefissunterbindung 
zugenommen, am 6, Tage war er noch hodher, nahm jedoch vom 9. 
Tage ab und kehrte am 20. Tage zur Norm zuriick. 

4. Die Fettsduremenge zeigte am 3. Tage nach der Operation 
die Neigung einwenig zuzunehmen, am 6. Tage hatte sie im Ver- 
gleich zur Kontrolle deutlich zugenommen, mit 1,76% im Dureh- 
schnitt, am 9. Tage war die Zunahme gering, und nach dem 15. 
Tage zeigte sie den normalen Wert. 

5. Die Cholesterinmenge zeigte am 3 Tage nach der Opera- 
tion eine Neigung zur Zunahme, die am 6. Tage im Vergleich zur 
Kontrolle deutlich war, mit 269.4mg% im Durchschnitt: Be- 
sonders bei den Fillen mit auffallender Nekrose der Muskeln zeigt 
sich eine starke Zunahme. Sogar am 9. Tage setzte sich die 
Zunahme noch fort, mit 129,7mg¢% im Vergleich zur Kontrolle. 


pe 


Vom 15. Tage an wurde der Grad der Zunahme allmiiblich 
geringer. 
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6. Die Phosphatidmenge zeigte am 3. und 6. Tage nach der 
Operation die Neigung zu geringer Abnahme, und vom 9. Tage an 
war im Vergleich mit der Kontrolle kein Unterschied zu kon- 
statieren. 

Aus obigen Ergebnissen lisst sich die folgende Schlussfolge- 
rung ziehen. 

1. Nach der Gefassunterbindung der unteren Extremititen 
des Kaninchens fallen die Muskeln der unteren Extremitiiten der 
Nekrose anheim, dabei nehmen Fettsiure und Cholesterin in den 
Muskeln an Menge zu, die Phosphatidmenge nimmt etwas ab. 

2. Die Cholesterinmenge erfihrt eine sehr deutliche Zunahme, 
die bei den Fallen mit auffallender Nekrose besonders stark ist. 
Aus dieser Tatsache kann man schliessen, dass die Zunahme von 
Cholesterin zur Nekroseentstehung in dem Muskel innige Beziehung 
hat. 

Zum Schluss spreche ich Herrn Prof. Y. Sueyoshi meinen 
herzlichen Dark fiir seine Anleitung aus. 
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oo L Epstzantcxe. 


Beam Kaninchen mit normaler Kost, bei welchem durch die 
Gefassunterbindung der unteren Extremitat die Nekrose in ihrem 
peripheren Muskel hervorgernfen wurde, konnte ich (1929) bei 

_ der Bestimmung des Wassergchaltes, der FettsZure-, Cholesterin- 
und Phosphatidmenge in den nekrotisierten Muskeln cine betracht- 
Niche Zunahme der Cholesterinmenge feststellen, und schlos 
daraus, dass das Cholesterin eine innige Bezichung zum nekroti- 

_ sehen Verfall des Muskelgewebes bat. Da Kimizuka (1925) 

| sehon friiher gezeigt hat, dass durch die langere Darreichung von 
 Cholesterin sine Menge in dem Muskelgewebe zunimmt, habe ich 

_bei den Kaninchen mit zugenommener Cholesterinmenge in den 

Geweben, wie in vorher beschriecbenen Versuchen, die Gefasse der 
unteren Extremitat unterbunden, um nun zu erfahren, welcher 
Prozentsatz der Nekroseentstchung in dem Muskel sich zeigt und 
welcher Schwankung sein Wassergehalt, seine Fettsiure-. seine 
‘Cholesterin- und Phosphatidmengen unterliegen- 


IL Veesccustiser txp UsreestUcHUscsMrerTHovr. 
Den fir die Versuche benutzten Tieren wurde ausser Okara, 
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Gemiise und Gerste taglich je 0,5 @ Cholesterin 40 Tage lang dar- 
gereicht. Die Untersuchungsmethode war die gleiche wie die der 


vorigen Mitteilung. 
III. UNvTERSUCHUNGSERGEBNISSE. 
Mit obiger Methode wurden die folgenden Ergebnisse erhalten. 


a) Prozentwert der Nekroscentstehung. 


In Tabelle I A, ist der Prozentwert der Kaninchen mit Chole- 
sterinkost angefiihrt, und zum Vergleich ist auch der des Kanin- 
chens mit normaler Kost in der Tabelle I B wiedergegeben. 


TABELLE I A. 


: nekrotische Verander. 
n. d. experim. | 
Operat. Tierzahl _ Grad Naealigneie % 
aa = : ! 
a 6 
oebace 12 : Aeg 
: 4 4 eae 
He 0 
=; 13 7 
ay 3 
6 Tage 26 5 
8 4 ah 50,0 
4p 7 
== 14 
tg 3 
9 Tage 26 
4 4 46,1 
uh ‘i 5 
15 Tage 21 0 
4b 3 19,0 
Hee Ti 
= 11 
: “mm, a8 if; 
20 Tage 12 
He 0 8,3 
at 0 


gesamt, 91 34 36,9 
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TABELLE I B. 


nekrotische Verinderung. 

n.d. : SSS 
operat. norm. Kaninch. Cholest.-Kaninch. Diff 

(%) (%) aii 
3 Tage ied 3,3 + 9,6 
6 Tage = 85,0 50,0 —3a,0 
9 Tage 86,9 46.1 — 40,8 
15 Tage 46,6 19,0 — 27,6 
20 Tage 26,6 8,3 —18,3 
mittel 67,3 36,9 — 30,4 


Nach den Ergebnissen der Tabelle I erreicht der Prozentwert 
der Nekroseentstehung am 3. Tage nach der Operation 83,3%, ér 
‘zeigt im Vergleich zu 73,7% der Kaninchen mit normaler Kost 
die Neigung zu geringer Zunahme. Obgleich bei den normalen 
Kaninchen der Entstehungswert am 9. Tage 85%, am 9. Tage 
86,9% ergab, war er bei den Cholesterin-Kaninchen nur 50% am 
6. Tage und 46,1% am 9. Tage, zeigte also eine Abnahme von 
35% bei ersteren und 40,8% bei letzteren. Auch am 15. Tage 
betrug er nur 27,6% und am 20. Tage 18,3%. Unter 91 Versuchs- 
fiillen trat die Nekrose in 34 Fallen auf, der Prozentwert von 
36,9% ist im Vergleich zu den normalen Kaninehen um 304% 
niedriger. 

Die Ergebnisse zeigen, dass der Prozentwert der Nekroseent- 
stehung am 6. Tage nach der Operation bei der Cholesterinkost 
betrichtlich geringer ist als bei normaler Kost. Wenn man die 
geringe Verschiedenheit im Entstehungswerte am 3. Tage zwischen 
den Cholesterin-Kaninchen und Kaninchen mit normaler Kost 
erwigt, so kann man annelimen, dass die Cholesterinkost die 
Heilung der Nekrose stark begiinstigt. 

b) Wassergehalt. 

Die Veriinderung des Wassergehaltes ist aus Tabelle II ersicht- 

lich. 


Nach den Ergebnissen der Tabelle II zeigt bei den Fallen 
Nr. 36 und 38, bei denen die Nekrose je am 6. und 9, Tage naeh 
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TABELLE II. 


Wasser (%) 


: Kkrot. 
Mende Mier- nee ‘ 
Operat. Nr. norm. Seit. | oper. Seit. | Differ. We antes, 
34 76,12 77,20 41,08 = 
35 76,27 74,94 48,67 s 
GE 36 75,91 83,55 +7,64 es 
Mittel 76,10 78,58 42,48 
37 15,24 16,57 +133 = 
38 16,56 84,56 +8,00 Ht 
oe: 39 75,80 76,09 +0,29 = 
Mittel 75,86 79,07 43,21 
176 76,49 16,73 +0,24 oe 
177 76,00 75,01 —0,99 + 
eee 178 16,75 76,39 —0,36 co 
Mittel 76,41 76,14 —0,27 
182 76,48 76,25 — 0,23 = 
183 75,31 75,27 —0,04 S 
20 Lee 184 75,80 76,88 +1,08 De 
Mittel 75,86 76,13 +0,27 


der Operation entsteht, der Wassergehalt eine betrachtliche 
Zunahme, wahrend bei den anderen Fallen eine Zunahme beinahe 
nicht zu bemerken ist. Dies mit den Ergebnissen bei normaler 
Kost verglichen, sind die.zunehmenden Fille gering. 


c) Fettsiuremenge. 


Die Schwankung der Fettsiiuremenge veranschaulicht Tabelle 
EVE. 


Aus Tabelle III erhellt, dass am 9. Tage nach der Operation 
die Fettsiuremenge zugenommen hat. Der Grad der Zunahme 
verhalt sich gleich dem bei normaler Kost. 


d) Cholesterinmenge. 


Die Schwankung der Cholesterinmenge ist aus Tabelle IV 
ersichtlich. 
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TABELLE III. 


“n.d. Mare , Fettsdure (%) tad 
perst: Bie norm. Seit. oper. Seit. Differ. 
34 2,49 262 +0,13 
6 Tage 35 2,38 3,16 + 0,28 
86 2,25 3,67 +1,42 
Mittel 2,54 3,14 + 0,60 
a7 3,50 4,13 +0,63 
38 3,21 6,30 +3,09 
9 T: , > > 
ee 39 2,33 B55 +0,22 
Mittel 3,01 4,32 zag ie 
176 4,14 3,30 — 0,84 
. 177 3,48 3,43 — 0,05 
1G Tag > ’ ’ 
ad 178 3,06 3,36 +0,80 
Mittel 3,56 3,53 —0,03 
182 2,45 3,52 +1,07 
, 183 3,96 3,75 —0,21 
20 Tage ice 417 3.01 eae 
Mittel 3,52 | 3,42 —0,10 
TABELLE IV. 
RA CE 
one Tier- : Cholesterin (9%) 
ESE Rr norm. Seit. oper. Seit. Differ. 
34 285,7 415,0 + 129,3 
35 317,8 282.7 yh 
parore 36 308,9 750,0 aay 8 i 
Mittel 304,1 482,5 + 178,4 
37 268,7 462,5 + 193,8 
: 38 311,5 3169,5 +2758,0 
oye eee 39 373,1 479,6 + 106,5 
Mittel 317,5 1370,5 +1053,0 
"176 331,8 861,4 + 529.6 
a 177 302,1 1012,4 + 710,3 
HN A 178 305,2 435,4 + 130,2 
Mittel 313:1 769,7 + 456,6 
182 454,7 947,5 + 492,8 
183 349,8 - 508,4 + 158,6 
eat aee 184 255,3 1142,2 + 886,9 
Mittel 353,2 866,0 + 512,8 
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Aus Tabelle IV: geht hervor, dass die Cholesterinmenge am 
6. Tage nach der Operation gegentiber der Kontrolle eine Zunahme 
erfahrt, mit 178,4me% im Durchschnitt. Am 9. Tage kommt es 
mu noch weiterer Zunahme, um 1053,0mg% im Vergleich zur 
Kontrolle. Fall Nr. 38, bei dem wegen starker Nekroseentstehung 
auch das Ansteigen der Cholesterinmenge betrachtlich ist, zeigt 
in der Tat eine Zunahme von 2758,0 mg% gegentiber der Kontrolle. 
Auch am 15. und 20. Tage ist im Vergleich zur Kontrolle ein 
Ansteigen festzustellen, mit 456,6 me% und 512,8mg%. Dass bei 
normaler Kost nach der Gefassunterbindung die Cholesterinmenge 
in den Muskeln eine Zunahme erfahrt, ist schon in meinen Ver- 
suchen bewiesen worden, indem am 6. Tage sich eine hochste 
Zunahme im Vergleich zur Kontrolle zeigte, mit 269,4mg% im 
Durehschnitt. Hin Vergleich dieser zugenommenen Menge zu dem 
héchsten Ansteigen (1053,0m2@%) bei dem Cholesterin-Kaninchen 
zeigt offensichtlich die merkwiirdig reichliche Zunahme der Chole-- 
sterinmenge in den Muskeln des letzteren. 


e) Phosphatidmenge. 


Die Schwankung der Phosphatidmenge ist in Tabelle V an- 
eefiihrt. if 


TABELLE V. 
: : 

ans , Tier- Phosphatid-P. (mg%) 
Operat. Nr. norm. Seit. oper. Scit. Differ. 
34 142.8 137,5 — 5,3 
; 35 132,7 134,1 14 
6 Tage 36 140.2 173,7 - +335 
Mittel 138,6 148,4 + 9,8 
37 138,1 140,4 + 23 
38 145,3 167,5 +222 
9 age » ’ > 
Tage 39 167.2 iia 5 — 52.7 
Mittel _ 150,2 140,8 — 9,4 
176 134,7 138,2 + 35 
3 177 143,3 122.0 =—21 3 
15 Tage ? ne * 
BAN Ss 178 144.6 124,8 —19,8 
Mittel 140,8 128,4 —12,4 
182 165,3 151,2 —14,1 
20 Tage 183 126,3 137,5 +11,2 
. a 184 150,0 158,1 + 81 


Mitte] 147,1 138,9 Ose 
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Wie Tabelle V zeigt, ist die Schwankung der Phosphatidmenge 
nach der Operation verhiltnissmissig gering. 


IV. ZusamMMENFASSUNG UND SCHLUSS. 


Die obigen Ergebnisse kénnen folgendermassen zusammen- 
gefasst werden. : 

1. Die Nekrose in den peripheren Muskeln, welche nach der 
Gefassunterbindung der unteren Extremititen bei den Cholesterin- 
Kaninchen entstanden ist, kommt in 34 unter 91 Fiillen vor, ihr 
Entstehungswert ist im Vergleich zu den Fallen mit normaler Kost 
gering, nur 36,9% gegeniiber 67,3% bei normaler Kost. 

2. Der Wassergehalt in den peripheren Muskeln nach der 
Gefassunterbindune der unteren Extremitiiten nimmt bei dem 
Cholesterin-Kaninehen zu, jedoch schwach im Vergleich zu den 
Kaninchen mit normaler Kost. 

3. Die Zunahme der Fettsiiuremenge nach der Operation 
verhalt sich gleich wie beim Kaninchen mit normaler Nahrung. 

4. Die Cholesterinmenge erfihrt nach der Operation eine 
Zunahme, sie nimmt am 9. Tage im Vergleich zur Kontrolle um 
1053,0 mg% zu, die grésste Zunahme darstellend, und zeigt am 10. 
und 20. Tage noch eine betrachtliche Zunahme. Mit 269,4 mg¢% 
der am stiirksten zunehmenden Falle bei normaler Nahrung ver- 
elichen, wurde eine starke Zunahme von Cholesterin beobachtet. 

5. Die Phosphatidmenge unterliegt geringer Schwankung 
nach der Operation. 

Nach obigen Ergebnissen sind bei dem Cholesterin-Kaninchen 
die in den peripheren Muskeln nach der Gefiissunterbindung der 
unteren Extremitiiten entstandenen Veriinderungen folgende: 

1. Der Prozentwert der Nekroscentstehung in den peripheren 
Muskeln ist im Vergleich zu den Kaninchen mit normaler Kost 
viel kleiner. 

2. Die Zunahme des Wassergehaltes ist schwiicher als bei nor- 
maler Kost. 

3. Die Cholesterinmenge zeigt eine merkwiirdig  starke 
Zunahme im Vergleich mit der bei normaler Nahrung. 

4. Die Zunahme der Cholesterinmenge scheint die Heilung 
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der Nekrose zu fordern. 

4um Schluss spreche ich Herrn Prof. Y, Sueyoshi meinen 
herzlichen Dark jiir seine Anleitung aus. 


LITERATUR. 
Kimizuka (1938): J. Bioch., 27, 469. 
Saito (1939): J. Biochs oh 143% 


The Journal of Biochemistry, Vol. 31, No. 1. 


BIOCHEMISCHE UNTERSUCHUNGEN UBER DIE 
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Uber die Mengenschwankung der verschiedenen Substanzen 
in den Muskeln des Kaninchens mit normaler sowie 
Cholesterin-Kost nach der Gefassunterbindung. 
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Vorstand: Prof. Y. Sueyoshi.) 


(Eingegangen am 24. Dezember 1939) 


I. Emuerrune. 


In einer vorhergehenden Abhandlung habe ich (1939) schon 
berichtet, dass es nach der Gefissunterbindung der Unterextremitit 
des Kaninchens zur Entstehune der Nekrose in den peripheren 
Muskeln kommt und zugleich mit der allmihlichen Cholesterin- 
zunahme auch die Nekrose die Wendung zum Bessern nimmt. 
Auch habe ich berichtet, dass, wenn man an den Kaninchen das 
Cholesterin langer fortgesetzt verabreicht und die gleichen Ver- 
suche ausfiihrt, das in dem Muskel zunehmende Cholesterin 
betrachtlicher ist als bei normaler Kost, dazu noch der Prozentwert 
der Nekroseentstehung nach der Operation eine stirkere Abnahme 
erfahrt als bei normaler Kost, und dass das Cholesterin eine 
fordernde Wirkung zum Bessern der Nekrose des Muskels zu haben 
scheint. Ich habe nun beim Kaninchen mit normaler sowie Chole- 
sterinkost nach der Durchfiihrung der Gefissunterbindung der 
Unterextremitit die Bestimmung der Schwankung von ver- 
schiedenen Substanzen in dem peripheren Muskel vorgenommen, 
um zu entscheiden, ob die Schwankung der Substanzmenge sicher 
bei der Cholesteringabe friiher als bei gewéhnlicher Ernahrung 


wiederhergestellt wird oder nicht. 
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II. UnrrersucHUNGSMETHODE. 


Die Versuchstiere und die Untersuchungsmethode waren die 
gleichen wie in voriger Mitteilung. 

Die Bestimmung der Substanzen in dem Muskel wurde wie 
folet durchgefiihrt. 

Das Glykogen wurde nach der ie eed von Suto (1931), der 
Zucker nach der Methode von Fujita-Iwatake (1932), die 
anorganische Phosphorsiure und die siurelésliche Phosphorsaure 
nach der Methode von Fiske-Subbarow (1925) bestimmt. Das 
Phosphagen wurde nach der Methode von Lehnartz (1929) und 
Tomita (1936) gewogen. Das Kreatin wurde nach der Entei- 
weissung und der Veranderung in Kreatinin nach der Methode 
von Folin-Wu (1919), der gesamte lésliche Stickstoff, Reststick- 
stoff und Hiweissstickstoff nach der Methode von Denticke (1930) 
bestimmt. 

Ill. Unter *SU CHUN GSERGEBNISSE. 
1. Glykogen. 

A. Bei Kaninchen mit normaler Kost. Uber die Ergebnisse 
unterrichtet Tabelle I A. : 

Nach den Ergebnissen der Tabelle I A kommt es am 3. Tage 
nach der Operation schon zur Abnahme der Glykogenmenge, etwa 
wn die Halfte der Kontrolle. Am 6. Tage ist der Mengenwert 
betrachtlich vermindert, um 83% unter dem der Kontrolle. Am 
9. Tage zeigt sich noch eine Abnahme von etwa 70%, wihrend 
nach dem 15. Tage der Grad der Abnahme kleiner wird. 

B. Beim Cholesterin-Kaninchen. Die Ergebnisse veranschau- 
licht Tabelle I B. 

Aus Tabelle IB ist zu ersehen, dass am 3. Tage nach der 
Operation sich kein Unterschied in der Abnahme des Mengenwertes 
mit dem bei gewéhnlicher Kost zeigt, indem die Glykogenmenge 
bei beiden Fallen um etwa die Hilfte abnimmt. Dagegen nimmt 
der Wert am 6. und 9. Tage um etwa 32% ab und die Abnahme 
ist bedeutend niedriger als bei gewohnlicher Kost. Nach dem 15. 
Tage ist der Wert der Abnahme niedrig. Vergleicht man die 
obigen Ergebnisse mit denen bei gewéhnlicher Kost, so ist der 
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TABELLE I A. 


norm. Kaninchen 


Glykogen (%) 


n. d. Tier- z 
Operat Nr ee ie Ab- od. % der Ab- 
pig Seit. | oper. Seit. Zunahme | od. Zunahme 
mee 1,34 0,87 — (47 35,0 
E 1,60 1,10 — 0,50 31,2 
cece 187 1,30 0,30 —1,00 36,8 
Mittel 1,40 0,76 — 0,64 45,7 
LO 1,42 0,55 — 0,87 61,2 7 
192 2,18 0,27 —1,91 87,6 
6 Ts o 5) > 5) > 
nee 193 1,15 0,08 —1,07 93,0 
Mittel 1,85 0,30 | alesis) 83,7 
194 1,48 0,36 ~1,12 75,6 
: : 195 a [ei f 0,71 — 0,40 36,0 
9 Tage , : : 2 
& 196 1,28 0,10 a8 821 
Mittel 1,29 0,39 —0,90 69,7 
203 1,36 1,03 — 0,33 24;3 
= 204 ae TES —0,24 LT6 
Pe MRE 205 1,17 0,84 —0;33 17,6 
Mittel 1,29 0,99 — 0,30 23,2 
TABELLE I B. 
S Cholesterin-Kaninchen 
; Glykogen (9%) 
ENON, Tier- nee Gb der Al = 
Operat. Ny. . “ cia. )- od. o der 44. D- 
: norm. Seit. | oper. Seit. Zunahme | od. Zunahme 
183 1,21 0,74 — 0,47 38,8 
Sa 189 1,43 0,70 0,73 51,0 
races 190 1,56 0,90 —0,66 42,4 
Mittel 1,40 0,78 — 0,62 44,3 
197 1,45 1,41 — 0,04 2,6 
T: 198 1,02 0,70 — 0,32 31,3 
pees 199 1,65 0,66 —0,99 60,0 
Mittel 1,37 0,92 — 0,45 32,8 
200 1,50 075 + —0,75 50,0 
; 201 1,47 1,01 — 0,46 Slee 
Oilage 202 1,14 1,02 — 0,12 10,5 
Mittel 1,37 0,93 — 0,45 32,1 
206 1,31 eis: F920 ae 
s 207 1,18 1,00 —0,1 om 
15 Tage 9208 1,28 1,°5 | —0,03 253 
[| Mittel: | 1,25 2 0.18 10,4 


. 
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Grad der Abnahme des Glykogens leicht, was_wirklich darauf 
zuriickzufiihren ist, dass bei gewohnlicher Kost die Abnahme am 
6. und 9. Tage nach der Operation betrachtlich ist, wahrend bei 
Cholesterinkost in dementsprechender Zeit schon die Rickkehr 
zum normalen Wert eintritt, so dass die Abnahme nicht einen 
betriichtlichen Grad erreicht. 
2. Anorganische Phosphorsaure. 

A. Beim Kaninchen mit gewéhnlicher Kost. 

Uber die Ergebnisse der Bestimmung der anorganischen Phos- 
phorsdure unterrichtet Tabelle II A. 

Wie Tabelle II A es zeigt, ist die Schwankung am 4. Tage 
nach der Operation gering, indem sich eine Abnahme von 16% 
ergibt. Dagegen ist die Abnahme am 6. Tage auffallend, die 


TABELLE II A. 


norm. Kaninchen 


anorg. Phosphorsiure (mg%) 
nod. Tier- 
Operat. Na . ¢ Ab- od % der Ab- 
. norm. Seit. per. S ; ee 
HELE TEAS oper. Seit. Zunahme | od. Zunahme 
57 | ~—(241,6 282,7 eerie | 17,0 
59 t= eee hb) a. 3876 £.50,9 18.0 
4 Tage 64 449.9 | 389.3 = 60:6 13.4 
Mittel 339,9 353.2 + 13.3 16.2 
107 562,8 169,7 —393, 69,8 
pote 108 436.4 1163 —320.1 73.3 
109 434.4 184.7 —~249.6 57,4 
Mittel 477,8 150,9 ~320,9 67,1 
hodee nt 556.0 376,1 —179.0° 32,3 
Siar lll 5525 479.1 - ma 13,4 
! 112 471.9) 84354 ae a 7.7 
Mittel 527.0 430,2 ~ 96.8 18.3 
113 500,4 488,7 47 2,3 
tas 14 610,9 445.6 165.3 27.0 
115 529.5 546.4 + 169 3.1 
Mittel 346,9 493.5 a4 9.7 
116 508,1 506,0 -— '21 0,4 
Viaisee 117 536,6 502.4 — 342 6.3 
118 503,7 497.7 76,0 15 
Mittel S161) 478.7 ~ 374 73 


~ 
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Menge steigt bis auf etwa 1/8 der Kontrolle ab. Sie ist am 10. 
Tage etwas gebessert, aber noch betriichtlich. Auch am 15. Tage 
ist noch eine Abnahme zu bemerken, deren Grad am 20. Tage 
geringer wird. 

B. Beim Cholesterin-Kaninchen. Uber die Ergebnisse unter- 
richtet Tabelle IJ B. 

Wie aus Tabelle ITB hervorgeht, hat am 4. Tage nach der 
Operation der Mengenwert ein wenig abgenommen, gegeniiber der 
Kontrolle etwa 15% und ist mit dem bei gewohnlicher Kost gleich. 
Am 6. Tage kommt es bereits zur Riickkehr, indem der Wert 


TABELLE II B. 


Cholesterin-Kaninchen 


anorg. Phosphorsiiure (mg% in fester Subst.) 


Dea Tier- ; | ~ 
Operat. SN : j mers Ab- od. % der Ab- 
norm. Seit. | oper. Seit. Zunahme | od. Zunahme 
98 430,6 ' 488,7 — 58,1 13,4 
47 99 _ 427,2 297,5 —129,7 30,3 
ms 100 491,7 300,8 ~120,9 28,6 
Mittel 426,5 362,3 — 64,2 15,0 
120 §14,4 342.3 —172,1 33,4 
6 Tage e ae = BS 
ileal 420.5 526,4 +105,9 oat. 
Mittel 483,9 451,6 — 32,3 6,6 
122, 458,8 447,2 — 11,6 2,5 
123 517,7 477,8 — 39,9 7,7 
10 Tage 


417,2 219,2 = SEXO 23,4 
464,6 414,7 = 2s 10,7 


124 
Mittel 


125 539,8 535,5 =). 43 0,7 
126 425,3 468,6 eo 10,1 
127 423,8 431,9 Ae 871 1,9 
+ 


Mittel 462,9 478,6 15,7 : 3,3 


128 481,5 408,2 as GES 15,2 
129 346,5 405,9 + 59,4 13,3 
130 491.8 460,0 — 31,8 6,4 
Mittel 439,9 4947 | — 15,2 3,4 


119 516,8 486,0 — 30,8 aoe 
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gegeniiber der Kontrolle eine Abnahme von nur 6% zeigt. Ver- 
eleicht man dies mit der Abnahme von 67% bei gewohnlicher Kost, 
so entdeckt man eine bedeutend rasche Riickkehr zum normalen 
Werte. Auch am 10. Tage kommt es nur zu geringer Abnahme, 
sie ist nach dem 15. Tage kaum zu bemerken. Die obigen Befunde 
zeigen, dass nach der Gefassunterbindung die Abnahme der 
anorganischen Phosphorsiure geringer bei der Cholesterinkost als 
bei gewohulicher ist, was meiner Ansicht nach darauf zuriick- 
zufiihren ist, dass am 6. Tage nach der Operation, wenn bei gewohn- 
licher Kost die deutliche Abnahme eintritt, bei Cholesterinkost 
schon die Riickkehr zum Normalwert stattfindet. 


3. Sédureldsliche Phosphorsaure. 


Die Ergebnisse der Bestimmung der saureldslichen Phosphor- 
siure sind folgende: ; 

A. Beim Kaninchen mit gewohnlicher Kost. Die Befunde 
sind in Tabelle III A angegeben. 

Aus Tabelle III A erhellt, dass am 4. Tage nach der Opera- 
tion die Menge der siureléslichen Phosphorsiure fast keiner 
Schwankung unterliegt, jedoch am 6. Tage ihre Abnahme plotzlich 
betriichlich wird, indem sie 1/4 der Kontrolle ergibt. Am 10. und 
15. Tage war sie ein wenig gebessert, aber noch betrachtlich. Am 
20. Tage war die Abnahme beinahe nicht mehr zu bemerken. 

B. Beim Cholesterin-Kaninchen. Uber die Ergebnisse unter- 
richtet Tabelle III B. 

Nach Tabelle IIT B zeigt sich schon am 4. Tage nach der 
Operation eine Abnahme, die am 6. Tage verringert ist, und im 
Vergleich mit der Kontrolle 13% zeigt. Vergleicht man dies mit 
der Abnahme von 74% beim Kaninchen mit gewéhnlicher Nahrung, 
so kann man einen grossen Unterschied erkennen. Aber am 1). 
Tage ist die Abnahme der siiureldslichen Phosphorsiure nicht mehr 
zu bemerken. Beim Kaninchen mit gewohnlicher Kost kann man 
in dieser Zeit noch eine deutliche Abnahme feststellen. 

Vergleicht fman die obigen Ergebnisse beim Cholesterin- 
Kaninchen mit denen bei Kaninchen mit gewohnlicher Nahrung, 
so ergibt sich, dass die nach der Gefassunterbindung aufgetretene 
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TARDE UE bn AT 


norm. Kaninchen 


Nerds Tier- ee —— 
Operat. Nr. P Ab- od g . 
norm. Seit. r, Sel es 7o der Ab- 
; a Quer enu: Zunahme | od. Zunahme 
57 796,7 750,0 — 46,7 5,9 
; 59 689,4 766,2 ey OSS ma bial 
4 Tage | 
64 716,9 661,5 = (4 Wes 
Mittel 736,7 725,9 LOLS 1,4 
107 687,0 266,8 —420,2 61,1 
108 731,9 146,9 —585,0 79,9 
6 Tage > 
109 754,6 142,0 —612,6 81,1 
Mittel 724,5 185,2 —539,3 74,4 
110 842.1 486,4 —355,7 42,2 
ih 752,7 804,2 hae, mae 
10 Tage Bey os 
5 iL) 742,29 661,0 — 81,1 10,9 
Mittel 779,0 650,5 —128,5 16,1 
113 781,2 503,7 = 27,0 35,5 
s 114 763,4 558,6 —204,8 26,8 
15 Tage 4) = 
115 417,9 73,9 a> BHO 5,0 
Mittel 754,1 605,4 —148,7 19,7 
116 712,2 720 Ean | 254 
iules 768,L 685,8 — §3,3 10,8 
20 Tage 
118 685,3 649,5 — 35,8 bee 
Mittel 721,8 688,3 3550) 4,6 


Abnahme der siureléslichen Phosphorsiiure bei Cholesterinkost 
gering ist. Dies beruht auf dem Verhiltnis, dass beim Cholesterin- 
Kaninchen die Abnahme sich schon am 6. Tage nach der Operation 


zur Krholung wendet. 


4, Phosphagen. 


Die Bestimmung der Schwankung des Phosphagen hat das 


foleende ergeben. 


A. Beim Kaninchen mit gewohnlicher Nahrung. Die Ergeb- 
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TABELLE III B. > 


* Cholesterin-Kaninchen 


siiurel. Phosphorsiure (mg% in fest. Subst.) 


carb phate | ; Ab-od: | 2@dee 
at. Na: : et aca - od, 9% der Ab- 
ee : norm. Seit. | oper. Seit. Zunahme |od. Zunahme 
98 756,4 708,1 ee 6,3 
99 819,1 427,6 ~391,5 47,7 
pate ks 100 772,5 |  628,0 —144,5 18,4 
Mittel 782,6 _ 5879 ~194,7 24,8 
119 756,7 810,5 SS ee ee 
. 120 777,1 500,0 —277,1 35,6 
G YaRe 421 825,7 745,8 — 89,9 10,7 
Mittel 789,8 685,4 —104,4 13,2 
122 754,0 817,4 4 63,4 8,4 
ie 123 881,4 844,7 — 36,7 4,0 
on 124 767,8 411,2 —3566 .|* 46) 
Mittel 801,6 691,1 ~110,5 13,7 
125 793,9 790,3 pe 0,4 
126 691,6 748,6 + 57,0 : 
15 Tage 
127 806,6 783,8 — 22.8 2, 
Mittel 764,0 774,2 + 10,2 ‘ 
128 813,3 818,6 549 29 
129 727,2 810,1 + 82,9 3 
20 Tage : : a 
130 790,6 782,7 + 7,9 0,9 
Mittel 787,0 803,8 e168 21 


nisse sind in Tabelle IV A. gezcigt. 

Nach den Ergebnissen der Tabelle lV A zeigt sich am 3. Tage 
nach der Operation eine 82%ige Abnahme. Die Abnahme ist am. 
6. Tage ebenfalls betriichtlich, besonders bei den Fiillen 218 und 
mit markanter Nekroseentstehung. Auch am 9. Tage zeigt 
sich noch eine deutliche Abnahme von 50%. Sie ist auch am :15. 
und 20. Tage noch zu bemerken, : 

B. Beim Cholesterin-Kaninchen. Die Ergebnisse sind in 
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TABELLE IV A. 


norm, Kaninchen 


Phosphagen (mg%) 


neds Tier- at ~ = a 
Operat. Nr. Can ee afte Ab- od. % der Ab- 
norm. Beit. |) Oper Set. Zunahme | od. Zunahme 
212 91,2 21,0 == Nee 76,9 
213 72,1 9,8 — 62,3 86,4 
3 Tage 
214 88,0 12,8 — 75,2 85,4 
Mittel 83,7 14,5 — 69,2 82,6 
218 isypal © Baye 7 83,4 95,7 
219 87,1 73,9 —13,2 15,1 
6 Tage 
220 82, 9,6 — 73,0 83,3 
Mittel 85,6 29,0 — 56,6 66,1 
224 97,5 31,9 — 65,6 76,6 
22d . ee 40,3 —42,8 HAS 
9 Tage 
226 84,2 29,4 —54,8 66,3 
Mittel 88,2 33,8 —44,4 50,3 
230 79,3 68,7 —10,6 TBA 
an 231 80,0 68,5 Situ! 14,3 
ars 232 84,1 40,6 —43.5 51,7 
Mittel SLi 59,2 —21,9 27,0 
236 91,4 51,0 — 40,4 44,2 
Sate 237 87,3 68,4 — 18,9 ' 21,6 
nose 238 85,4 | - 62,3 —23,1 27,0 
Mittel 88,0 60,5 —27,5 | 3aljZ 


Tabelle IV B angefiihrt. | 

Aus Tabelle IV B erhellt, dass am 3. und 6. Tage nach der 
Operation das Phosphagen eine deutliche Abnahme erfahrt, dessen 
Abnahme mit dem bei gewohnlicher Kost beinahe gleich ist. Jedoch 
am 9. Tage betriigt die Abnahme 34%, sie ist geringer als bet 
gewohnlicher Nahrung. Wihrend beim Kaninchen mit gewohn- 
licher Kost sich auch am 20. Tage eine Abnahme von 31% zeigt, 
ist sie bei der Cholesterinkost fast nicht zu bemerken. 
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TABELLE IV B. \ 
Cholesterin-Kaninehen 
Phosphagen (mg7%) 
ened. Tier- 
eV: Nr. ee eas Ab-od.° | %<der Ab- 
pias a norm. Seit. | oper. Seit. Zunahme |od. Zunahme 
215 94,6 31,5 62-1 66,8 
216 87,1 42,1 — 45,0 51,6 
Tee 217 80,5 11,5 ~69,0 85,7 
Mittel 87,4 28,3 —59,1 67,6 
ert. 221 91,7 8,3 —83,4 90,9 
929 82,4 28,3 —54,1 65,6 
Sa aee 223 84,1 40,0 444 52,4 
Mittel 86,0 | 25,5 — 60,5 70,3 
227 870 | bee --34,0 39,0 
228 77,8 | 78,2 | + 0,4 0,5 
Pa aee 229 O7,3°° th cane Bre) 57.6" 
Mittel Sra 57,4 —29,9 34,2 
233 86,5 49,3 — 37,2 43,0 - 
234 77,2 72,4 = 4,8 6,2 
15 Tage 
stn 235 86,4 63,9 —99 5 26,0 
Mittel 83.3. 61,8 ~215 25,8 
239 85,8 82,6 ase 3,7 
240 97:2 aw 15,5 =D 7 23,3 
20 Tage ; 
241 80,5 87,2 po Gy, 8,3 
Mittel 87,8 OT: ei 5 6,9 


Aus obigen Ergebnissen. geht hervor, dass die Abnahme deéz 


bein Cholesterin- 
Kaninchen geringer ist als beim Kaninchen mit gewohulicher Kost. 
Dieses Krgebnis ist auf den Umstand zuriickzufiihren, dass beim 
Cholesterin-Kaninchen die 


Phosphagen nach der Gefissunterbindung 


Erholung der Phosphagenabnahme 


schon nach dem 9. Tage nach der Operation eintritt: 
5. Kreatin. 


Die Bestimmung der Schwankung der Kreatinmenge «hat 
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folgendes ergeben. 


A. 


sind in Tabelle V A angegeben. 
OYD 


Beim Kaninchen mit gewohulicher Kost. 


TABELLE V A. 


Die Ergebnisse 


norm. Kaninchen 


Kreatin (% in fest. Subst.) 


rienGts Tier- = = ee = 
Operat. Nr. , uae mie Ab- od. % der Ab- 
norm. Seit. | oper. Seit. manna Noah Tete 
57 ¥,940 1,355 — 0,585 30,6 
59 1,917 1,600 —0,317 16.5 
4 Tage 
: 64 1,742 0,761 —0,981 56,3 
Mittel 1,866 1,239 — 0,627 33,6 
107° 1,618 0,176 —1,442 89,1 
108 1,640 0,155 —1,485 90,5 
6 Tage 
109 ~ 1,933 0,161 —1,772 91,6 
Mittel 1,730 0,164 —1,566 , 90,5 
110 2,074 0,833 —4,241 60,0 
oe 111 1,667 1,606 —0,061 3,6 
dg 112 1,830 1,691 —0,139 75 
Mittel 1,857 1,372 — 0,483 26,0 
113 1,716 —1,716 100,0 
: 114 1,909 1,649 — 0,260 13,6 
5 Ts 
Sen ee 115 1,986 1,803 — 0,183 9,2 
Mittel 1,867 1,150 — 0,686 40,9 
116 1,506 1,648 +0,142 9,4 
ely 1,660 815 +-0,155 9,3 
20 Tage 
118 1,989 1G — 0,273 13,7 
Mittel 1,718 1,726 + 0,008 0,4 


Nach den Ergebnissen der Tabelle V A ist bereits am 4. Tage 
nach der Operation eine Abnahme von 33% zu bemerken, die am 
6. Tage beinahe noch dreimal so hoch, 90%, ist. Am 10. Tage 
kommt es zur Wiederherstellung der abgenommenen Menge, es zeigt 
sich noch eine Abnahme von 26%, die am 15. Tage, mit Ausnahme 
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von Fall Nr. 113, bei den sonstigen Fallen sich beinahe der 
Riickkehr nahert. Bei Nr. 113, bei dem die Nekrose besonders 
ausgeprigt, der Muskel mumienhaft war, konnte das Kreatin wegen 
seiner winzigen Menge nicht bestimmt werden. Eine Abnahme 
war am 20. Tage nicht mehr zu bemerken. 

B. Cholesterin-Kaninchen. Uber die Ergebnisse unterrichtet 
Tabelle V B. 


TABELLE V B. 


Cholesterin-Kaninchen 


Kreatin (% in fest. Subst.) 


n.d. Tier- 
‘ ‘e . 
Operat. Nr. norm. Seit. | oper. Seit. aia ie oe 

98 2,011 0,181 —1,830 90,9 
en 99 2,339 1,653 — 0,686 29,3 
a8 100 2,091 1,769 — 0,322 15,3 
Mittel 2147 1,201 —0,946 44,0 
119 2,013 1,927 — 0,086 4,2 
; ee 120 1,400 1,026 —0,374 26,7 
ag 131 4.787 1,628 —0,159 8,8 
Mittel 1,733 1,527 — 0,206 11,8 
122 1,882 1,903 +0,021 1,2 

123 2,025 2,015 +0,010 0 
10 Tag 5 : : = 
ae 124 1,826 1,448 =0376 20,7 
Mittel 1,911 1,789 — 0,122 : 6,3 
125 1,859 1,881 +0,022 ci) 
ie eg 126 1,832 2,070 + 0,238 12,9 
8 127 1,966 1,653 — 0,313 15,9 
Mittel 1,884 1,868 ~ —0,016 0,8 
128 2145 2,003 —0,142 6,6 
ie Tage 129 1,324 1,371 + 6,047 3,5 
130 2,196 2,133 —0,063 2.8 
Mittel 1,888 1,836 — 0,052 2.7 


Aus Tabelle VB ist ersichtlich, dass am 3. Tage nach der 
Operation die Abnahme von 44% mit der bei Kaninchen mit 
gewohnlicher Kost nahezu gleich ist, jedoch am 6. Tage sich eine 
Abnahme von 11% zeigt. Wenn man diesen Wert mit dem von 
90% bei Kaninchen mit gewohnli ‘i i 

i a mit gewohnlicher Nahrung vergleicht, so zeigt 
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sich ein grosser Unterschied. Die Abnahme von nur 6% am 10. 
Tage ist im Vergleich mit 26% der gewéhnlichen. Kost sehr rering, 
sie ist nach dem 15. Tage nicht mehr zu beobachten. . 
Die obigen Ergebnisse zeigen, dass die Abnahme von Kreatin 
in dem Muskel des Kaninchens nach der Gefissunterbindung bei 
der Cholesterinkost geringer als bei gewéhnlicher Kost ist, was 
auf das Verhiltnis zuriickzufiihren ist, dass bei der Cholesterinkost 
die Abnahme sich schon am 6. Tage nach der Operation, gegeniiber 
der grossen Abnahme bei gewohnlicher Kost zur Erholung wendet. 


6. Gesamter loslicher Stickstoff, Reststickstoff und 
; Eiweissstickstoff. 

Nach der Untersuchung von Denticke (1930) wird beim 
Absterben und bei der Ermiidung des Muskels eine physico- 
chemische Zustandsverainderung des Muskeleiweisskérpers hervor- 
gerufen, es kommt zur betrachtlichen Léslichkeitsverminderung. 
Ich habe ebenfalls Versuche an dem normalen und Cholesterin- 
Kaninchen ausgefiihrt, um zu erfahren, ob nach der Gefissunter- 
bindung in den peripheren Muskeln die gleichen Veriinderungen 
entstehen. 

Die Bestimmung wurde wie in den Versuchen von Denticke 
vorgenommen, indem die Mengen des gesamten ldéslichen Stick- 
stoffes und Reststickstoffes ermittelt wurden, und die von der 
ersteren die letztere abgezogene Restmenge als die Menge des 
léslichen Hiweissstickstoffes bezeichnet wurde. Die Ergebnisse sind 
die folgenden. 

A. Beim Kaninchen mit gewéhnlicher Kost. Die Ergebnisse 
sind in Tabelle VI A angefihrt. 

Nach den Ergebnissen der Tabelle VI A zeigen von 3. bis 9. 
Tage nach der Operation der gesamte lésliche Stickstoft und Rest- 
stickstoff eine Abnahme, ebenso der losliche Eiweisstickstoff. Am 
15. Tage ist die Abnahme nicht mehr zu bemerken. 

B. Beim Cholesterin-Kaninchen. Uber die Ergebnisse unter- 
richtet Tabelle VIB. 

Wie aus Tabelle VIB ersichtlich ist, erfahren vom 6. bis 9. 
Tage nach der Operation der gesamte losliche Stickstoff, Reststick- 
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stoff und lésliche Eiweissstickstoff eine Abnahme, deren Grad im 
Vergleich mit Kaninchen bei gewohnlicher Kost klein, besonders 
die Abnahme am 9. Tage deutlich verschieden ist, indem der losliche 
Stickstoff bei gewohnlicher Nahrung eine Abnahme von 37% und 
bei-der Cholesterinkost 13% zeigt. Die Abnahme des Reststick- 
stoffes betriigt bei gewdhnlicher Nahrung 34% und bei Chole- 
steringabe 17%. Der Eiweissstickstoff erfahrt bei geewohnlicher 
Nahrung eine Abnahme von 37% und bei Cholesterinkost eine 
solche von 12%. 

Aus obigen Ergebnissen geht hervor, dass der lésliche Stick- 
stoff, Reststickstoff und lisliche Hiweissstickstoft des Muskels nach 
der Gefassunterbindung abnehmen, und-dass am 9. Tage nach der 
Operation, wenn sich bei gewohnlicher Nahrung noch eine starke 
Abnahme zeigt, es bei der Cholesterinkost bereits zur Riickkehr 
kommt, die Abnahme deshalb bei der letzteren gering ist. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


Die obigen Ergebnisse lassen sich folgenderinassen zusammen- 
fassen. 


1. Bei Kaninechen mit gewodhnlicher und Cholesterin-Kost - 


wurde nach der Gefassunterbindung der Unterextremitat die 
Bestimmung von Glykogen, anorganischer Phosphorsaiure, saure- 
loshcher Phosphorsiture, Phosphagen, gesamtem léslichen Stickstoff, 
Reststickstoff und léslichem Eiweissstickstoff in den peripheren 
Muskeln vorgenommen. 

2. Glykogen: Der Grad der Abnahme ist bei Cholesterinkost 
leichter als bei gew6hnlicher Kost, namlich bei normaler Kost ist 
die Abnahme am 6. und 9. Tage betriichtlich, dagegen wendet sie 
sich bei der Cholesterinkost in diesen Zeiten bereits der Riickkehr 
wu, so dass dabei nur eine geringe Abnahme eintritt. 

3. Anorganische Phosphorsiure: Beim Cholesterin-Kanin- 
chen zeigt sie eine geringere Abnahme als beim Kaninchen mit 
gewohnlicher Kost. Am 6. Tage nach der Operation hat sie beim 
Kaninchen mit gewodhnlicher Nahrung deutlich abgenommen, 
wihrend sie sich beim Cholesterin-Kaninchen in dieser Zeit bereits 
der Erhohlung zuwendet, ohne dass sie zu einem betrichtlichen 
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Grad komunt. 


4. Saureldsliche Phosphorsiure : Die Abnahme ist beim Choles- 
terin-Kaninchen geringer als beim Kaninchen mit gewohnlicher 
Nahrung. Beim Cholesterin-Kaninchen wendet sie sich schon am 
6. Tage nach der Operation, wenn sich beim Kaninchen mit gewohn- 
licher Nahrung die grésste Abnalune zeigt, der Riickkehr zu. In- 
folgendessen tritt bei der Cholesterinkost keine auffallende Ab- 
nahme ein. 

5. Phosphagen: Beim Cholesterin-Kaninchen ist die Ab- 
nahme geringer als beim Kaninchen mit gewéhnlicher Nahrung, 
und wendet sich bei ihm am 6. Tage nach der Operation, wenn 
die Abnahme beim Kaninchen mit gewéhnlicher Nahrung noch 
hoch-ist, der Erholung zu, so dass die Abnahme bei ihm klein ist. 

6. Kreatin: Beim Cholesterin-Kaninchen ist die Abnahme 
geringer als beim Kaninchen mit gewohnlicher Nahrung, und 
wendet sich bei ihm am 6. Tage nach der Operation, wenn die 
Abnahme beim Kaninchen mit gewoédhnlicher Nahrung noch 
betrachtlich ist, der Riickkehr zu, ,deshalb erreicht sie keinen 
betrachtlchen Grad. 

7. Gesamter léslicher Stickstoff, Reststickstoff und Jéslicher 
Hiweissstickstoff: Bei gewohnlicher Nahrung ist auch am 9. Tage 
nach der Operation die Abnahme noch betrachtlich, wahrend sie 
sich bei der Cholesterinkost in dieser Zeit der Erholung zuwendet. 
Deshalb betrigt die Abnahme dei der letzteren nicht einen auf- 
fallenden Grad. 

Die obigen Ergebnisse fiihren zu folgendem Schluss. 

1. Nach der Blutgefassunterbindung zeigen Glykogen, an- 
organische Phosphorsiiure, siurelisliche Phosphorsiure, Phos- 
phagen, Kreatin, gesamter loslicher Stickstoff, Reststickstoff und 
léslicher Eiweissstickstoff in den peripheren Muskeln eine Ab- 
nahme. 

2. Die Riickkehr zur normalen Menge der obigen Substanzen 
ist bei der Cholesterinkost viel schneller als bei der normalen Kost. 

Zum Schluss spreche ich Herrn Prof. Y. Sueyoshi meinen 


herzlichen Dank fiir seine Anleitung aus. 


180 S. Saito. 


LITERATUR, 
Digicom Gls) iea te wAT chine 224eunie 
HMiskeSubbarow (1925): J. biol, Chem, 66, 375: 
Hone Win (1919): Je bioliGhenmrssage: 
PujitaIwatake (1932): Bioch. Z., 242, 43. 
Lehnartz (1929): Z. physiol. Chem., 184, 19: 
Saito (1939): J. Biochem., 31, 143. 
Suto (1931): Mediz.-Mikromethode (Japanisch), 224, I Aufl. 
Tomita (1936): Keio-Igaku (Japanisch), 16, 277. 


‘The Journal of Biochemistry, Vol. ol; Nowe: 


UBER DEN NERVOSEN EINFLUSS AUF DIE 
ENTSTEHUNG VON FETTLEBER 
BEI DER VERGIFTUNG. 


Von 


SETICHI OHTA. 


(Aus den mediz.-Chem. Institut der Keid-Universitiét, Tokyo. 
Vorstand: Prof. Y. Sucyoshi.) 


(Eingegangen am 25. Dezember 1939) 


lL. EINLEITUNG. 


Nach den Beobachtungen von Wertheimer (1926) kommt 
die Fettleber bei Phlorrhizinhunden nicht zustande, wenn das 
Riickenmark an der Stelle iiber dem VI Brustwirbel durchschnitten 
wird. Diese Tatsache ist von ihm als Folge des Verschwindens 
der nervésen Regulation erklart worden. Rosenthal (1930) 
dagegen erkliirte es dahin, dass vom VI. Brustwirbel die die Insulin- 
produktion hemmenden Nerven zu Pankreas verlaufen, und dass 
wegen der Durechtrennuneg dieser Nerven die Insulinwirkung sich 
steigern lasst und dadurch die Fettleber nicht zustandekommt. 
Wertheimer (1931), der daraufhin, um die Rosenthalsche 
Ansicht zu versichern, bei Hunden das Riickenmark an der Stelle 
uber dem VI. Brustwirbel durchtrennt hat, fiihrte an, dass es zu 
keinem Blutzuckerabstieg, somit zu keiner Verstirkung der Insulin- 
wirkung gekommen ist. tae 

Da bei darartiger Durchschneidung des Riickenmarkes an der 
Stelle tiber dem VI. Brustwirbel noch nicht bekannt ist, welcher 
Mechanismus die Hemmuneg der Fettleberentstehung bei Phlor- 
rhizinvergiftung bewirkt, habe ich es in dieser Untersuchung zu 
klaren versucht. Ich (1939) habe mich schon friiher mit der 
Entstehung der Phlorrhizinfettleber bei weissen Ratten befasst ; 
da aber die Fiille, bei denen die Fettleber zustandegekommen 
war, gering an Zah! waren, auch nach der Riickenmarksdureh- 
schneidung, wenn Phlorrhizin einverleibt wurde, meistens zugrunde 


18] 
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gingen, habe ich, weil fiir meinen obigen Zweck zahlveiche Versuche 
nicht zu wngehen sind, die Fettleber durch die Phosphorvergiftung 


zu erzeugen versucht. 


Il. UnNrersucHUNGSMATERIAL UND MirtHove. 


3ei weissen Ratten wurde der Wirbelbogen an geeigneter Stelle 
mit dem Processus spinalis entfernt und das dadureh zum 
Vorschein gekommene Riickenmark durchtrennt. Die Bestimmung 
der Fettmenge wurde nach der Kumagawa-Suto’schen Methode 
(1908) vorgenommen. 

Log Viersuen- 

Fiir die Kontrollpriifung wurde die Leberfettmenge der 

normalen Ratte bestimmt. Die Ergebnisse sind in Tabelle I 


wiedergegeben. : 
TABELLE I. 


Leberfett (%) _ 


Tier-Nr. 
1 3,26 
2 2,83 
3 ; 3,60 
4 3,85 
rs 5 4,03 
Mittel 3,59 


Nach den HErgebnissen der abelle I betragt die Leberfett- 

menge der normalen Ratte 2,8-4,0% und im Durehschnitt 3,0%. 
= 1 re rk _ > . 

Um die Schwankung der Leberfettmenge nach dem Hungern 
dieser Ratten zu kennen, wurde die Bestimmung nach zwei- und 
dreitagigem Hungern vorgenoninen. Die gewonnenen Resultate 
sind in Tabelle IT und IIL zusammengestellt. 


os = Paeeere U1. ae TABELLE III. 
Gains. nee (%) Tier-Nr Leberteet (%) 
____| (2 tatig. Hunger) | (8 titig. Hunger) 
6 2,43 9 2,67 ; 
7 : 3,12 10 2,86 
8 3,32 11 2.77 


Mittel 2,95 Mittel | 2 73° 
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Bei Betrachtung der Ergebnisse in Tabelle II und III kénnen 
wir feststellen, dass die Leberfettmenge nach zweitigigem Huneern 
(Tabelle II) 24-33% und im Durchschnitt 2,9%, und nach 
dreitagigem Hungern (Tabelle III) 2,6-2,8% und im Durchschnitt 
2,7% betragt, und dass die Ergebnisse mit dem Prozentwert von 
3,9% der normalen Ratte verglichen, eine allmihliche Abnahme 
der Leberfettmenge durch Hungern zeigen. — 


2. Versuch. 


Alsdann wurde, um den Einfluss auf das Leberfett bei der 
Durehschneidung des Riickenmarkes zu kennen, nach der Durch- 
trennung des Riickenmarkes in Hohe des II. Brustwirbels die 
Messung der Leberfettmenge nach einer bestimmten Zeit vor- 
genommen. : 


a) Bei den Ratten, bei denen in obiger Weise das Riicken- 
mark durehsehnitten und denen gewohnliche Nahrung dargereicht 
war, wurde die Leberfettmenge einen sowie zwei Tage nach der 
Durchschneidung gemessen; die Messunesergebnisse sind respektiv 
in Tabelle IV und V angegeben. 


TABELLE IV. TABELLE V. 
(1 Tag. n. d. Durchsehneid.) 


eran, Leberfett (%) Leberfett (%) 
12 3,26 18 3,00 
13 2,58 19 2,88 
14 2,30 20 2,25 
15 3,24 oe 3,85 
16 3,62 : 22 3,57 
7 4,48 23 Boon 
Mittel 3,41 Mittel Bake 


| 


Nach den Ergebnissen der Tabelle IV betriigt die Leberfett- 
menge 2,3-4,5% und im Durehschnitt 3,4% ; nach Tabelle V betrigt 
sie 2,2-3,8% und durehschnittlich 3,1% ; sie ist demnach nahezu 
gleich der bei normalen Ratten. So wurde festgestellt, dass trotz 
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der Durchschneidung des Riickenmarkes in Hohe des Il. Brust- 
wirbels die Leberfettmenge keinerlei Beeinflussung erfahrt. 


b) Bei Ratten, denen nach eintaégigem Hungern das Riicken- 
mark durehschnitten war, wurde das Hungern fiir eine bestimmte 
Zeit forteesetzt und die Leberfettmenge bestimmt. Die Ergebnisse 
iiber das eintigige Hungertier nach der Riickenmarksdurch- 
schneidung (ganze Hungerdauer: 2 Tage) zeigt Tabelle VI und 
die des zweitiigigen (vanze Hungerdauer : 3 Tage) zeigt Tabelle VII. 


TABELLE VI. TABELLE VII. 
(1 Tag n. d. Durchschneid.) (2 Tage n. d. Durchschneid.) 
Pieri Leberfett (%) . Tier-Nr. Leberfett (%) 
24 . 2366 29 Sooo 
25 3,43 30 3,15 
26 2,81 SoReal 3,58 
OF 2,60 By ' 2,64 
28. 3,20 33 2,99 
Mittel 2,94 Mittel 3,03 


3ei Betrachtung der Ergebnisse der Tabelle VI konnen wir 
feststellen, dass sich eine eer ree von 2,6-3,4% und im 
Durchschnitt 2,9%, bei Tabelle VII eme solehe von 2,6-3,5% und 
im Durchschnitt 3,0% bestimmen hess. Diese Ergebnisse zeigen 
tin Vergleich mit denen beim Hungern des schon erwihnten 
normalen Tieres keinen grossen Unterschied, d.h. auch in diesem 
Falle blieb die Leberfettmenge durch die Riickenmarksdurch- 
schneidung unbeeinflusst. 


9 


3. Versuch. 


Es wurde nun der Einfluss der Riickenmarksdurehsechneidung 
auf die Phosphorvergiftune untersucht. = 

Fiir die Phosphorinjektionslésung diente gelber Phosphor, der 
in Verhiltnis von 0,5% in Olivenél gelést worden war. Doe 
wurde je 0,01 cem pro 10g Kérpergewicht subkutan einverleibt. 

Dass die Entstehung der Fettleber dureh die Phosphorver- 
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giftung beim Hungertier stiirker als beim Fiitterungstier sich 
zeigt, ist schon von vielen Forschern erwiesen worden. Ich habe 
daher fiir die Leberfettbestimmung das Tier vor der Injektion 
eimen Tag hungern lassen und habe auch nach der Injektion das 
Hungern fortgesetzt. Die Resultate bei der eintitigen Hunger- 
ratte nach der Phosphorinjektion sind in Tabelle VIII A und die 
bei der zweitatigen in der Tabelle VIII B angegeben. 


TABELLE VIII. 


(A) (B) 

(1 Tag n. d. P-Injekt.) (2 Tage n. d. P-Injekt.) 
Tier-Nr. Leberfett (%) Tier-Nr. | Leberfett (%) 

34 ~ 4,40 40 11,03 

35 8,59 4] | 12,46 © 

36 5,75 42 | 4,96 

37 4,50 3 10,60 

38 5,45 44 6,57 

39 4,29 45 8,77 
Mittel 5,49 Mittel 9,06 


Wie aus Tabelle VIII A klar hervorgeht, kommt die Fettleber 
beim der eintatigen Hungerratte nach der Phosphorinjektion nur 
sechwach zum Ausdruck, wihrend sie bei der zweititigen deutlich 
zustandegekommen ist. : 

_ Um die Frage zu klaren, ob die Entstehung der Fettleber bei 
obiger Phosphorvergiftung durch Durehschneidung des Riicken- 
markes beeinflusst wird, habe ich die nachstehenden Versuche aus- 
gefiihrt. 

An eintigigen Hungerratten wurde in verschiedener Hohe 
das Riickenmark durchsehunitten, zugleich den Phosphor einverleibt 
und beim J. und 2. Tage nach der Einverleibung das Leberfett 
bestimmt. Die gewonnenen Ergebnisse zeigen- die Tabellen IX— 
XIV; Tabelle A veranschaulicht die Ergebnisse nach 1 Tage und 
Tabelle B die nach 2 Tagen. 
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TABELLE IX. 
(Durehschneid. in d. Hohe d. II. Brustwirb.) 


(A) (B) 
(1 Tag n. d. P-Injekt.) (2 Tage n. d. P-Injekt.) 
Tier-Nr. Leberfett (%) Tier Nr. Leberfett (%) 
— 46 2,92 So 2,45 
i 47 3,21 52 3,02 
48 2,89 53 3,03 
49 3,72 54 3,26 
50 2,87 5d 2,60 
Mittel 3,12 Mittel 2,87 


~ 


TABELLE X. 
(Durchschneid. in d. Hohe d. V. Brustwirb.) 


(A) (B) 
(i Vag n. d.-P-Injekt.) (2 Tage n. d. P-Injekt.) 
Tier-Nr. Leberfett (%) Tier-Nr. Leberfett (%) 
56 8,82 59 3,04 
o7 3,14 60 BEB) 
58 3,02 61 2,53 
Mittel 3,16 Mittel 2,91 


TABELLE XI. 
(Durehsehneid. in d. Hohe VIL. Brustwirb.) 
nas (B) 
a Tag n. d. P-Injekt.) (2 Tage n. d. P-Injekt.) 


Tier-Nr. Leberfett (%) Tier-Nr. Leberfett (%) 
62 4,02 65 3,87 
63 2.99 66 2,30 
64 3,16 67 3,41 
Mittel 


3,85 Mittel | ~ 3,19 
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TABELLE XII. 
(Durehschneid. in.d. Héhe a. X. Brustwirb.) 


(A) | (B) 
OMe Ae ag n. a. P- Injekt. aa (2 ees n. a. Pp- ae t. ) 
Tier-Nr. Geen (%) Tier- ae _Leberfett (%) 
68 5,19 72 “3,12 
69 > 5,09 73 9,09 
70 2,51 74 papa kes} 
poo, 8,15 15 5,35 
Mittel 5,28 Mittel 5,14 


TABELLE XII. 
(Durchschneid. in a. sto d. XII. Brustwirb.) 


(A) (B) 
al oe n. d. P- pice. ) (2 Tage n. d. ee ) 
Tier-Nr. | hae (%) Tier-Nr. Leberfett (%) 
76 | 2,03 81 14,41 
(hte 6,02 82 9,82 
78 4,74 83 4,06 
79 5,39 84 6,27 
80 4,97 85 6,52 
Mittel 4,63 Mittel 8,21 


TABELLE XIV. 
(Durehschneid. in, ad. Hiéhe d. I. Lendenwirb.) 


(A) (B) 

Se eet ial dd. F. meee ) (2 ‘Tage 3 n. a. P- Cee ) 
Prien Nr. pare (%) Tier-Nr. Labertett (% 
86 4,03 : 91 13,82 
87 9,85 92 6,84 
88 6,35 93 10,24 
89 3,79 94 5,70 
me Pa ie : Mittel 9.15 


Mittel 5,79 


Beim Uberblicken der Ergebnisse in Tabelle IX—XI stellen 
wir fest, dass bei der Ritekenmarksdurehtrennung in Hohe des If. 


8 Se Ob tac 


[9 0) 
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V. und VII. Brustwirbels die Fettleber nicht zustandegekommen 
ist, d.h. die Fettmenge nahe dem normalen Werte legt, wahrend 
bei der Durehschneidung in Héhe des X. Brustwirbels (Tabelle 
XII A), wie bei Nr. 68 und 69, die Fettmenge einen Wert von 
je 519% und 5,59% zeigt, also einen hoheren als der normale; 
besonders bei Nr. 71 deutet der Wert von 8,15% adie deutliche 
Entstehung der Fettleber an, was sich bei Nr. 73 (Tabelle XII B) 
mit 9,09% noch mehr offenbart. Unterhalb von diesen Brust- 
wirbeln, d.h. auch bei der Durchschneidung in Hohe des XII. 
Brust-(Tabelle XIII) und IL. Lendenwirbels (Tabelle XIV) wurde 
ebenfalls die Fettleberentstehung nachgewiesen. 

Wenn wird die obigen Ergebnisse zusammenfassen, kommen 
wir zur. folgenden Feststellung: Bei der Durchschneidung des 
Riickenmarkes in Hohe des VII. Brustwirbels kann die Entstehung 
der Fettleber durch Phosphorvergiftung gehemmt werden, aber 
nicht bei der Durehschneidung in Hohe unterhalb des X. Brust- 


wirbels. 


4, Versuch. 


Es ist schon von vielen Forschern bewiesen, dass die Fettleber 
durch die Phosphorvergiftung schwer zustandekommt, wenn die 
Leber reich an Glykogen ist. 

Da der Gedanke nahe liegt, dass das Glykogen in der Leber, 
welches gewohnhch beim Hungern abnimit, bei der Riickenmarks- 
durchsehneidung nicht abnimmt, somit in der Leber noch reieh- 
liches Glykogen vorhanden ist, und dass bei Durchschneidung des 
Riickenmarkes die Nichtentstehung der Fettleber durch Phosphor- 
vergiftung auf die reichliche Glykogenmenge in der Leber zuriick- 
zufiihen ist, wurde eine Untersuchung in dieser Riehtung vor- 
genommen. 

An normalen Ratten und zwei- und dreitigigen Hungerratten 
wurde die Glykogenmenge in der Leber bestimmt; auch wurde bei 
der zweitiigigen Hungerratte nach der Durchschneidung’ des 


Riickenmarkes in Hohe des IL. Brustwirbles die Glykogenmenge 


in der Leber bestimmt. Die Ergebnisse sind in den Tabelien XV 
A, B, C und D wiedergegeben. 


Se ee ee Oe eal 
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TABELLE XY. 


(A) (B) 

; (norm, Ratic) 2 (2 Tage gehunger. Ratte) 
Tier-Nr. Leberglykogen (%) Tier-Nr. Leberglykogen (%) 
95 1,04 101 032. 5 

96 1,69 102 * 0,37 
97 3,13 103 0,33 
98 1,52 104 0,41 
99 1,65 105 0,30 
100 2,02 106 0,39 
Mittel 1,84 Mittel ees 
(C) (D) 
(3 Tage gehunger. Ratte) (operiert. Ratte) 
Tier-Nr. Leberglykogen (%) Tier-Nr. Leberglykogen (%) 
= Lea ee 3 ) ee iat 
107 0,28 1138 | 0,20 
108 e 0,09 114 | 0,24 
109 0,08 115 | 0,11 
110 0,08 116 0,29 
111 | 0,11 ER ey eS 
Mittel | 0,22 
TS 0,11 
Mittel 0,12 


Beim Vergleich der Ergebnisse in Tabelle XVB und D, 
kénnen wir feststellen, dass die Leberelykogenmenge der Ratte 
mit durehschnittenen Riickenmark 0,22%, und die der Falle ohne 
Durehtrennung 0,35% zeigt, die Glykogenmenge tiberall klein und 
der Unterschied zwischen beiden’ gering ist. Es wurde somit 
eeklirt, dass das Nichtzustandekommen der Vergiftungsfettleber 
bei der Brustmarkdurchtrennung nicht auf das Vorhandensein 
reichlicher Menge von Glykogen in der Leber zuriickzufiihren ist, 
sondern andere Griinde dafiir vorhanden sein missen. 

Nach den Versuchen von Kure, Oi und Okinaka (1987) 
kann man es so erkliren, dass der N. sympathicus die Wirkung 
verriit, die Dissimilation des Fettes im Gewebe ‘zu fordern. Da 
die Phosphorfettleber ‘Infolge der Wanderung des Depotfettes in 
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die Leber zustandekommt, kann man denken, dass die Wirkung 
des Sympathicus diese Wanderung fordert. Von Interesse ist in 
diesem Zusammenhange, dass bei der Phosphorvergiftung N. 
Splanchnicus gereizt wird und als Folge dieser Reizung die 
Vermehrune der Adrenalinproduktion in der Nebenniere und 
dementsprechend die Hyperglykimie in Betracht kommt (A bder- 
halden: 1920). Ferner iibt das Adrenalin auf dem N. Sympathi- 
cus eine starke Reizwirkung aus. Es ist in der Tat so, dass beim 
Zustandekommen der Fettleber durch Phosphorvergiftung die, 
Erregung der Sympathicuswirkung eine bedeutsaime Rolle spielt. 

Die Nichterregung der Sympathicuswirkung, trotz der Phos- 
phorinjektion, kénnte dadurch bedingt worden sein, dass der vom 
VI-1X. Brustganglion des Grenzstranges entspringende N. 
splachnicus durch die Durchschneidung des Riickenmarkes an der 
Stelle tiber diesen Ganglion in seiner Wirkung ausgeschaltet wird 
und es somit zur Steigerung der Adrenalinproduktion der Neben- 
nieren nicht kommt. Aus obigem Grund kann man verstehen, dass 
die Fettleber dann dureh Phosphorvergiftung zustandekommt, 
wenn man das Riickenmark in der Hohe unterhalb des X. Brust- 
ganglion des Grenzstranges durchtrennt. 

Um dies zu sicher .zu stellen, machte ich einen Versuch, der 
zeigen sollte, dass auch bei der Durchschneidung des Riicken- 
markes an der Stelle des IT. Brustwirbels die Fettleber hervor- 
gerufen werden kann, wenn Adrenalin injiziert wird. 

Normalen Ratten wurde zunichst 0,1% salzsaures Adrenalin 
in einer Menge von 0,002 ecem pro 10 ¢ Kérpergewicht injiziert und 
die Bestimmung der Leberfettmenge nach zwei Tagen vorgenom- 
men. Die Ergebnisse sind in Tabelle XVI wiedergegeben. 


TABELLE XVI. 


Tier-Nr. Leberfett (%) 
117 2,02 
118 2,66 
119 1,30 , 
120 Ssh 
121 2,05 


Mittel 2,39 
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Vergleichen wir die Ergebnisse in der Tabelle XVI mit denen 
‘der Tabelle II, so sehen wir, dass trotz der Injektion von Adrenalin 
‘die Leberfettmenge nicht auffallend beeinflusst ist. 

Alsdann wurde nach eintigigem Hungern in Hoéhe des II. 
3rustwirbels durehtrennt und gleich, wie im vorigen Versuch, 
Adrenalin injiziert und die Leberfettmengebestimmung weiter nach 
eintigigem Hungern vorgenommen. Es wurden dabei die Ergeb- 
nisse der Tabelle XVII gewonnen. 


Tier-Nr. 


Leberfett (%) 
122 2,47 
123 2,51 
124 2,05 
125 2,61 
126 1,05 
Mittel 2,11 


Nach den Ergebnissen der Tabelle XVII ist bei der Durch- 
sehneidung des Riickenmarkes in der II. Brustwirbelhshe und 
Adrenalininjektion die Leberfettmenge keiner grossen Verinderung 
unterworfen. 

Es wurde nun bei der eintigigen Hungervatte ohne Riicken- 
marksdurehschneidung die Phosphorvergiftung hervorgerufen 
und, wie im vorigen Versuch, Adrenalin injiziert und nach einem 
eintigigen Hungern die Leberfettmenge bestimmt. Die Ergebnisse 
sind in Tabelle XVIII wiedergegeben. 


TABELLE XVIII. 


Tier-Nr. Leberfett (%) 
127 6,25 
128 6,05 
129 5,12 ; 
130 4,78 ; 
131 7,13 


‘Mittel 5,86 
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Nach den Ergebnissen in Tabelle XVIII betragt die Leber- 
fettmenge 4,7-7,1% und im Durchschnitt 5,8%. Diese Resultate 
haben mit den obigen Ergebnissen bei der Hungerratte (Tabelle 
VIII A) in gleichem Sinne eine Phosphorfettleber erzeugt. 

Sodann wurde das Riickenmark des eintaégigen Hungertiers in 


Hohe des II. Brustwirbels durchschnitten und die Phosphorver- - 


eiftung hervorgerufen ; ausserdem wurde, wie im vorigen Versuch, 
Adrenalin injiziert und die Bestimmung des Leberfettes wurde 


nach eintigigem Hungern vorgenommen. Die Ergebnisse sind in ° 


Tabelle XIX zusammengestellt. 


TABELLE XIX. 
(1 Tag n. d. P u. Adren.-Injekt.) 


Tier-Nr. Leberfett (%) 
132 10,41 
133 7,08 
134 e522 
35 4,95 
136 3,95 
137 8,20 
“alee 4,13 
139 4,85 
Mittel 6,39 


Wie Tabelle XIX zeigt, diess sich, mit Ausnahme der Falle 
Nr. 186 und 138, immer eine Zunahbme der Leberfettmenge nach- 
-weisen, die besonders betrachtlich bei Nr. 132, 183 und 137 war, 
mit einer durchsehnittlichen Fettmenge von 6,4%. Die Ergebnisse 
zeigen klar, dass die Fettleber zustandegekommen ist. 

Die obigen Ergebnisse haben bestiitigt, dass bei der Riicken- 
marksdurchschneidung die Fettleber durch Phosphorvergiftung 
nicht hervorgerufen werden kann, diese wirklich fhnlich wie bei 
der Nichtdurchtrennung des Riickenmarkes zustandekommt, wenn 
Adrenalin injiziert wird. Es liegt daher der Gedanke nahe, dass 
das Nichtzustandekommen der Fettleber bei der Riickenmarks- 
durchschneidung vielleicht auf die Nichterregung der Sympathi- 


o 
euswirkung zuriickzufiithren ist. 


—— 
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5. .Versuch. 


Wie die oben beschriebeuen Versuche gezeigt haben, kommt 
bei den Tieren mit Riickenmarksdurchneidung in Hohe des 
II. Brustwirbels durch Phosphorvergiftung die Fettleber nicht 
zustande. Das ist wohl darauf zuriickzufiihren, dass als Folge 
der Riickenmarksdurehschneidung die Produktion des Adrenalins 
nicht vermehrt und dementsprechend auch die Wirkung des 
Sympathicus nicht verstaérkt wird. Es ist somit das Verhiiltnis 
verstandlich, dass die Phosphorfettleber selbst bei der Riicken- 
marksdurehtrennung durch die Injektion von Adrenalin wohl zu 
erzeugen ist. 

Um diesen Zusammenhane noch ‘klaren zu zeigen, habe ich 
mit dem, gleich wie Adrenalin, den Sympathicus reizenden 
Ephedrin Versuche ausgefiihrt, indem ich bei dem eintiigigen 
Hundertier in Hohe des II. Brustwirbels das Riiekenmark durch- 
sehnitt, gleichzeitig mit der Injektion von Phosphor das Ephedrin 
(4%) 0,02 cam pro 10¢ Korpergewicht einverleibte, dann das Tier 
fiir einen Tag hungern liess und die Leberfettmenge bestimmte. 


Die gewonnenen Resultate zeigt Tabelle XX. 


TABELLE XX. 


Tecan Leberfett (%) 

140 7) 

14] wt LG ; 
142 8,8 

143 4,9 

144 5,4 

145 8,1 

146 ~ 5,20 

147 4,9 

Mittel 6,4 


Die Ergebnisse in Tabelle XX, nach denen die Leberfettmenge 
4,9-8,8% und im Durehsehnitt 6,4% betriig¢t, zeigen klar die Ent- 
stehung der Fettleber an. Somit wurde nachgewiesen, dass bei 
dem ‘Tier mit durehschnittenem Riickenmark durch Phosphorver- 
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giftung die Fettleber nicht erzeugt werden kann, durch Einver- 
leibung des den Sympathicus reizenden Mittels diese wirklich 


hervorgerufen werden kann. 


6. Versuch. 


Im 4. Versuch wurde beobachtet, dass bei dem Tier mit durch- 
schnittenem Riickenmark die Phosphorfettleber durch die Injek- 
tion von Adrenalin zu erzeugen ist, was wahrscheinlich auf die 


den Sympathicus reizende Wirkung des Adrenalin zuriickzufiihren ~ 


ist. Um dieses Verhiltnis noch sicherer nachzuweisen, habe ich 
das den Sympathicus lahmende Mittel “Ergotoxin” zugleich mit 
dem Adrenalin beniitzt.. Die Versuche wurden an eintagigen 
Hungerratten ausgefiihrt, indem in der Hohe des II. Brustwirbels 
das Riickenmark durchschnitten, zugleich mit der Injektion von 
Phosphor das Adrenalin (0,01%) pro 10g Korpergewicht 2 cem 
und die HErgotoxinlésung (0,01%) pro 19¢ 0,06 ccm einverleibt 
und nach weiter eintagigem Hungern die Leberfettmenge bestimmt 
wurde. Die Ergebnisse sind in Tabelle X XI wiedergegeben. 


TABELLE XXI. 


Tier-Nr. Leberfett (%) - 

148 4,1 
149 3,7 
150 2 
151 3,2 
152 3,0 
153 3,9 
154 2, 
155 2,5 

Mittel 3,2 


Die Ergebnisse in Tabelle XXI, nach denen die Leberfett- 
menge 2,4-4,1% und im Durehsehnitt 3,2% betriiet, lassen eine 
Entstehung der Fettleber nicht erkennen. Aus dem Ergebnisse 
dass bei der gleichzeitigen Injektion von Adrenalin und Heesiein 
die Fettleber nicht entsteht, versteht man naturlich, dass die 
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die Fettleber erzeugemde Wirkung des Adrenalins in seiner den 
Sympathicus reizendem Tatigkeit besteht. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Wenn man das Riickenmark der Ratte in verschiedener 
Hohe des Brustwirbels durchschneidet, kommt bei der Phosphorver- 
giftung die Fettleber micht zustande, wihrend ihr Entstehen bei 
der Durchtrennung des Riickenmarkes an der Stelle unterhalb des 
X. Brustwirbels beobachtet wird. 

2. Da bekanntlich bei reichlicher Glykogenmenge in der Leber 
die Fettleber schwer emtsteht, so habe ich bei dem Falle, bei dem 
infolge der Durchtrenmung des Riickenmarkes die Fettleber nicht 
entsteht, den Glykogemgehalt der Leber bestimmt; es ergab sich 
aber dabei, dass das Glykogen in der Leber, gleich wie bei der 
Nichtdurehtrennung des Riickenmarkes, infolee des Hungerns bis 
auf eine geringe Menge abuimmt. Es hat sich somit gezeigt, dass 
das Nichtzustandekommen der Fettleber nicht von der Glykogen- 
menge beeinflusst wird. 

3. Nach Kure u.a. besitzt der N. sympathicus eine die Dis- 
simmilation des Fettes fordernde Wirkung. Die Tatsache, dass die 
Fettleber bei der Riickemmarkdurehtrennung nicht zustandekomimt, 
lasst sich dadurch erkliren, dass es bei der Riickenmarkdurch- 
schneidung zur Aufhebung der Reizwirkung von Phosphor auf den 
N. Splanchnicus komnmat und dementsprechend die Adrenalin- 
produktion nicht mehr steigt, und dann auch keine Erregung der 
Sympathicuswirkung zeigt und dadurch die Wanderung von 
Depotfett in die Leber erschwert wird. Um dies nachzuweisen, 
wurde bei dem Tier mit durehschnittenem Riickenmark das 
Adrenalin zugleich mit dem Phosphor einverleibt; wie aus diesen 
Versuchen hervorgeht, kam die Fettleber deutlich zustande, die 
sich auch bei Ephedrim, das an Stelle von Adrenalin enverleibt . 
wurde, in gleichem Sinme ausserte. 

4. Die Fettleber kommt aber dann nicht zustande, wenn man 
gleichzeitig mit dem Adrenalin das den Sympathicus lahmende 


Mittel Ergotoxin injiziert. 
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Die obigen Tatsachen fiihren zu folgendem Schluss: 


1. Die Nichtentstehung der Phosphorfettleber bei der Rticken- 
marksdurchschneidung ist eine Folge der Nichterregung der 
Sympathicuswirkung, welche durch die Abschwachung der Reiz- 
wirkung auf die Adrenalinproduktion zustandekommt. 

2. Der Sympathicus zeigt in der Dissimilation des Fettes eine 
bedeutsame Wirkung. 

Zum Schluss spreche ich Herrn Prof. Y. Sueyoshi meinen 
herzlichen Dank fiir seine Anleitung aus. 
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VON 


SEIICHI OHTA. 


(Aus dem mediz.-Chemischen Institut der Keid-Universitét, Tokyo. 
Vorstand: Prof. Y. Sueyoshi.) 


(Eingegangen am 25, Dezember 1939) 


I. ENuerrune. 


Nach den Untersuchungen von Higuchi (1924) kommt es 
bem Hungern der Maus zu einer Zunahme der Leberfettmenge, 
Monaghan (1932) fiihrte tiber Ratten auch die gleichen’ Ergeb- 
nisse an; Sinclair (1933) dagegen beobachtete eine Abnahme der 
Leberfettmenge, auch Koyama (1937) konnte eine Zunahme der 
Leberfettmenge nicht beobachten. Ieh (1940) habe ebenfalls die 
gleichen Resultate wie Sinclair erhalten. Diese entgegengesetzten 
Resultate beim Hungern legen den Gedanken nahe, dass die Zu- 
oder Abnahme der Leberfettmenge auf den Einfluss der Jahres- 
zeiten, in welchen die Versuche ausegefiihrt wurden, zu riickzufiihren 
ist. Weil die Versuche von Higuchi im Frihling, die von 
Koyama und die meinigen im Winter durechgefiihrt worden sind. 
Um dies zu kliren, habe ich die nachstehenden Versuche vor- 


genommen. 


Il: UnNrersucHUNGSMATERIAL UND Mernopr. 


1. Die Versuchsratten wurden 3 Wochen vorher mit Reis und 
Gemiise aufgezogen, wihrend des Hungerns wurde ihnen nur 
Wasser verabreicht. 

2. Die Leberfettbestimmung wurde nach der Kumagawa- 


Suto-Methode (1908) vorgenommen. f 


JIl. UnrersucHUNGSERGERNISSE. 


Versuch 7. 


17 


Vas. 


Sa Olntare 


Ich habe in der warmen Jahyeszeit, im Juni (héchste Tempera- 
tur 25,8°, niedrigste Temperatur 17,8°, durehschnittlich 21,5°) 
beim Hungern des Tieres die Zu- und Abnahme des Leberfettes 


gemessen. Die Ergebnisse zeigt Tabelle I. 


TABELLE I. 


norm. 


Hunger 


CRED ac) 


~ Hunger 


(2. Tag.) 


Hunger 
(ag) 


Tier-Nr. Leberfett (%) 
| 1 4,88 
| 2 2,96 
| 3 4,03 
| Mittel 3,95 
4 14,96 
5 7,12 
6 9,21 
7 5,85 
8 14,76 
9 13,49 
10 19,40 
| Mittel 12,11 
| : ull 7.51 
| 12 10,35 
13 10,60 
| 14 6,50 
15 3,60 
| 16 7.93 
17 3,02 
18 12,27 
Mittel 8,17 
| 19 2,43 
| 20 / 1,13 
21 1,94 
22 3,29 
23 3,78 
24 2,39 
25 3.53 
Mittel 76.0 o an 
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Nach Tabelle I betrigt der Leberfettgehalt der normalen Ratte 
durchschnitthch 3,95%, zeigt aber am 1. Hungertage eine auf- 
fallige Zunahme auf 12,11% im Durchschnitt. Am 2. Hungertage 
hat die Leberfettmenge etwas abgenommen im Vergleich mit der 
am 1. Hungertage, indem sie 8,17% ergibt, jedoch zeigt sie im 
Vergleich zu der der normalen Ratte noch die doppelte Mengen- 
zunahme. 

Am dritten Hungertage betriigt sie durchschnittlich 2,64%, 
in dem sie unter den normalen Wert herabsinkt. 

Nach den obigen Versuchen konnte man beim Hungertier eine 
auffalige Zunahme der Leberfettmenge beobachten. 

Alsdann wurden die gleichen Versuche im Juli und August 
(hochste Temp. 28,8°, niedrigste Temp. 20,7°, durchschnittlich 
26,6°) ausgefiihrt. Es wurden die Ergebnisse in Tabelle II 
erhalten. 


TABELLE II. 


Tier Tier-Nr. Leichenfett (%) Leberfett (%) 
pees 26) > Lok 10.21 | 4,98 
27 11,53 | 4,89 
oar 28 11,22 | 3,46 
Mittel 10.98 ie cr ee 
29 | 8,94 | 12,58 
Hunger 30 2.34: 27,80 
(1. Tag) a1 7.16 18,86 
; Mittel Gi 8 0r 
32 5,09 3,91 
Hunger 33 7,01 16,57 
(2. Tag.) 34 7,12 6,79 
ae cls. pats = . = eS 
Mittel 6,40 oh Seo te 
acini 35 _ 2,48 4,52 
Hunger 36 2,03 5,02 
(3. Tag.) 37 2,44 S eee 2,23 
Mittel 2,31 i oe 
= 38 1,52 1,35 
Hunger 39 2,91 1,64 
(4 Tag.) 40 2,25 == He ss 1,65 
Mittel 202 1,54 
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In Tabelle II ist dic Zunahme der Leberfettmenge, wie im 
vorigen Versuch, auffallend, naimlich bei der niormalen Ratte 
betriigt sie 4,44% im Durchschnitt, dagegen zeigt sie. durchschnitt- 
lich am 1.Hungertage 18,07%, am 2. Hungertage noch 9,09%, am 
3. Huneertage 3,92% und am 4. Hungertage ist sie auf 1,527% 
abeesunken. 

Die obigen Ergebnisse zeigen am 1. Hungertage die vierfache © 
Zunahme der Leberfettmenge, verglichen mit dem Werte der 
normalen Ratte, und am 2. Hungertage noch das Doppelte. 

Die Kérperfettmenge der normalen Ratte zeigt 10,98% im 
Durehschnitt. Diese Menge nimmt entsprechend der Fortsetzung 
des Hungerns ab. 


Versuch 2. 


Tm ersten Versuche wurde nachgewiesen, dass, wenn man in 
der heissen Jahreszeit die Ratten hungern lasst, es zur Zunahme 
der Leberfettmenge kommt. Ich habe nun in derselben Jahreszeit 
eine andere Gruppe yon Ratten im eisgekiihlten Zimmer (Zimmer- 
temperatur 3°-6°) wie im ersten Versuch wahrend 3 Wochen 
aufgezogen, danach hungern lassen, die Fettmenge des Tierkérpers 
nach Entfernung der Leber und die der Leber selbst bestimmt. Die 
Ergebnisse zeigt Tabelle IT. 


TABELLE ITI. 


Tier Tier-Nr. Leichenfett (%) | Leberfett (%) 

41 > ig 660 ecu 4,28 a 
norm. = a Sie 
43 | 8,09 3,81 
re S| ta © se 4,04 
hate Laat eo Meant (4 8:20 
Hunger = Ge pee 
(1. Tag) 47 | 7.80 au 
s as ee ee ee a 3,27 
48 4,24 ‘ 2,41 
Hunger 49 5,36 3,54 
Som) n _ 50 3,28 2,46 
Mittel ‘ “4,29 eure 2,80 
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1,36 


| 51 1,29 

| 52 1,61 | 0,73 

Hunger | 53 eed 0,50 
(3. Tag.) | 54 1,36 | 1,17 
| 55 2.39 2,21 

| Mittel 1,59 1 


Nach den Ergebnissen in Tabelle III ist die Fettmenge des 
abgetoteten Tieres, welchem die Leber entnommen war, gering im 
Vergleich zu derjemigen des vorigen Versuchs. Auch betrug dic 
Leberfettmenge am 1. Hungertage durchschnittlich 3,27%, sie lisst 
gegentiber dem normalen Werte keine Zunahme beobacliten. 
2. Hungertage war sie 2,80% und zeigte am 3. Hungertage 1,17%, 
“also eine allmiihhiche Abnahme. 


Am 


Aus den obigem Ergebnissen geht hervor, dass sogar in der 
heissen Jahreszeit, wenn man die Ratte in einer kalten Umgebung 
aufzieht, die Kérperfettmenge geringer als die bei heisser Tempera- 
tur ist und es beim HWungern zu keiner Zunahme des Leberfettes 
kommt. 

Versuch 38. 

Ich habe dann in der Jahreszeit mit etwas medrigerer Ten:- 
peratur, im Oktober (héchste Temp. 21,1°, niedrigste 13,2° durch- 
schnittlich 17,1°) die gleichen Versuche wie im ersten Versuch 
durchgefithrt. Die Ergebnisse zeigt Tabelle IV. 


TABELLE IV. 


Leberfett (9%) 


Tier Tier-Nr. Leichenfett (%) 

; 56 4,86 3,42 

57 4,81 4,28 

norm. os a3 ae 
Mittel 4,66 8,95 | 

ne 59 4,09 3,70 

90 4,24 8,55 

Hunger 61 224 - 5,04 

(.. Tag) 62 2,4 2,99 

Mittel 3,17 5,07 
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63 | 2,08 5,23 

64 3,37 ——s 

Hunger G5 241 3,50 

(2. Tag.) 66 3,15 Pee: 
Mittel 2,79 . 3,12 7 

: 67 2,14 4,22 

Hunger 68 2,34 3,03 

(3. Tag.) 69 ee ad 2,45 

Mittel 2,08 3,00 

va pete. 70 3,30 3,47 

ae 71 2,38 1,86 

4. Tagt)s = 
( ) = Mittel 2,84 2,66 


Nach den Ergebnissen in Tabelle IV ist die Fettmenge des 
Tierkérpers, dem die Leber entnommenen war, gegeniiber der- 
jenigen der heissen Jahreszeit gering. Die Leberfettmenge zeigt 
eine Zunahme, indem sie durchsehnittlich 5,07% betragt; besonders 
bei der Ratte von Nr. 60 betréet sie einen grossen Wert 8,55% 
gegentiber der im allgemeinen kleinen Zunahme bei andernen 
Ratten. Vom 2. Hungertage an nimmt die Leberfettmenge ab. 

Hieraus geht hervor, dass in der etwas niedrigeren Luft- 
temperatur des Herbstes der Grad der Zunahme der Leberfett- 
menge durch Hungern schwicher ist als in der Sommerszeit. 


IV. ZusAMMENFASSUNG UND SCHLUSS. 


Die obigen Ergebnisse lassen sich folgendermassen zusammen- 
fassen. 

1. In der hohen Lufttemperatur des Sommers nimmt die 
Leberfettmenge am 1. Hungertage auffallend zu, verglichen mit 
dem normalen Werte, und erreicht das Drei- bis Vierfache. Auch 
am 2. Hungertage zeigt sich noch die doppelte Zunahme. 

2. Auch im Sommer, wenn man das Tier im eisgekiihlten 
Zimmer aufzieht und hungern liisst, beobachtet man keine Zunahme 
der Leberfettmenge. 

3. Das Hungertier im Herbst lisst nur eine schwache 
Zunahme der Leberfettmenge beobachten gegentiber dem Huiger- 
ticr in der Sommerzeit. 
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Die obigen Ergebnisse fithren zu folgendem Schluss. 


Wenn man in der waren Jahreszeit das Tier hungern Jiisst, 
dann kommt es zur Zunahme der Leberfettmenge, hingegen nicht 
in der kalten Jahreszeit. Man kann ‘deshalb annehmen, dass das 
Auseinandergehen der bisherigen Untersuchunesergebnisse darauf 
beruht, dass die Versuche in verschiedenen Jahreszeiten ausgefiihrt 
wurden. 

Zum Schluss spreche ich Herrn Prof. Y. Sueyoshi meinen 
herzlichen Dank fiir seine Anleitung aus. 
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